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Arrestin - heterologe Expression, Mutagenese sowie biophysikalische Untersuchungen
Arrestin ist eine entscheidende Komponente in dcr Abschaltung uud Regulation del' lichtinduzierten
Signalkaskade. Nach Phosphorylierung des Iichtaktivierten Rhodopsins durch die Rhodopsinkinase
(P-R*) kann Arrestin bindcn und eine Interaktion von P-R* mit dem G-Protein Transducin verhindern.
In diesel' Arbeit wurde ein heterologes Expressionssystem in S. cerevisiae fur Arrestin aus Stabchen
des Rinderauges entwickelt. Rekombinantes Arrestin stimmt in seinen biochemischen und
biophysikalischen Eigenschaften mit dem Protein aus Retinae ubercin. Im SDS-Gel lauft retinales
Arrestin als Doppelbande bei etwa 54 kDa, wobei N- oder C- terminale Modifikationen del'
rekombinanten Proteine (MRGS-6His, 6His, Strep'I'agll, GST) eine Verschiebung zu hoheren
Molekulargewichten bewirken. Nach Isoelektrischer Fokussierung zeigen die rekombinanten Arrestine
groBere Homogenitat als das retinale Protein. Massenspektrometrische Untersuchungen und
N-terminale Proteinsequenzierung (Edmann-Abbau) ergaben, daB entsprechend dem retinalen Protein
3 bis 4 Aminosauren des Aminoendes fehlen konnen. Bindungsstudien mit ill vitro phosphoryliertem
Rhodopsin (PMBs) beweisen lichtabhangige Bindung del' rekombinanten Arrestine an P-R*. Die
verschiedenen N- oder C-terminalen Modifikationen scheinen keinen EinfluB auf Bindung bzw.
Spezifitiit zu nehmen. Die Fusionsproteine Arrestin-GST und GST-Arrestin binden ebenfalls an P-R*.
Dies deutet darauf hin, daB die postulierte Konformationsanderung von einer inaktiven in eine
bindende Form von Arrestin nul' dureh kieine Bewegung des N- oder C-Terminus erfolgen kann. Zur
Lokalisierung del' Interaktionsbereiche zwischen Arrestin und Rhodopsin mittels sterischer Hinderung,
wurden in putative Bindungsdomanen Cysteine eingefuhrt, welche zur Kopplung groBer Molekule
(Biotin, Fluorescein) dienen sollen. Es konnte bisher die Mutante Arrestin-V244C-6His isoliert und
untersucht werden. Sie entspricht in ihrem Bindungsverhalten an PMBs dem nativen Arrestin. Die
Rontgenstrukturanalysc des rekombinanten Arrestin-6His zeigt im Vergleich zum retinalen Arrestin
Identitat in Bezug auf Raumgruppe und Gittcrkonstanten. Rekombinantes und retinales Arrestin haben
eine analoge Packung im Kristall und es werden die gleichen Differenzen zwischen den Molekiilen A
und B del' asymmetrischen Einheit festgestellt. Mit groBer Sicherheit kann ausgeschlossen werden, daB
verschiedene Bindungsforrnen (aktiv, inaktiv) von Arrestin im Kristall vorliegen. Del' C-Terminus von
Arrestin-6His zeigt, identisch zum retinalen Arrestin, eine hohe Flexibilitat und ist in del'
Elektronendichtekarte nicht sichtbar.
Arrestin - heterologous expression, mutagenesis and biophysical studies
Arrestin is a critical component in the deactivation and regulation of the light-induced signal cascade.
After phosphorylation of the light activated rhodopsin by a rhodopsin kinase (P-R *), arrestin is able to
bind and thereby to inhibit the interaction of rhodopsin with its G-protein transducin. In this study a
heterologous expression system for arrestin from bovine rod outer segments in S. cerevisiae was
developed. The recombinant arrestin is identical with the retinal protein in terms of biochemical and
biophysical characteristics. Retinal arrestin runs at 54 kDA as a double band on a SDS-gel, the N- or
C- terminal modifications (MRGS-6his, 6his, Strep'I'agll, GST) cause a slight shift to a higher
molecular weight. After isoelectric focussing the recombinant arrestins show higher homology
compared to the retinal protein. Mass spectroscopy and N-terminal sequencing (edmann-degradation)
indicated that with respect to the retinal protein 3 to 4 aminoacids of the aminoterminus can be
missing. Binding studies to ill vitro phosphorylated rhodopsin (PMBs) result in light-dependend
binding of the recombinant arrestins to P-R*. It seems that the different N- or C-terminal
modifications have no influence on binding or specificity. The arrestin-GST and GST-arrestin fusion
proteins also bind to P-R*, this gives evidence that the putative conformational change of arrestin from
an inactive to an active form, can result only from slight movements of the N- or C-terminus. To
localize the interaction region between arrestin and rhodopsin by steric hindrance, cysteins which will
be used for the coupling of large molecules (biotin, fluorescin) were intruduced in putative binding
domains. So far, the arrestin-V244C-6his mutant has been isolated and examined and its binding
performance to PMBs is similar to the native arrestin. Compared to the-retinal arrestin, the x-ray
structural analysis of recombinant arrestin-fihis shows identity in terms of space group and lattice
constants. Recombinant and retinal arrestin both have analogous packing in the crystal and the same
differences between molecules A and B in the asymmetric unit. Its about safe to say that no different
binding conformations (active, inactive) of arrestin are present in the crystal. Similar to the retinal
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Signalverarbeitende Systeme befahigen Organismen, sich mit den verschiedenen
reizerzeugenden Vorgangen in Threr Umwelt erfolgreich auseinanderzusetzen. Der dabei
erfolgende InformationsfluB ist oft sehr komplex. Im Auge beinhaltet er die Transformation
eines Lichtreizes tiber ein biochemisches Signal in einen veranderten elektrophysiologischen
Zustand. Diese Phototransduktion ist das am besten untersuchte Beispiel von G-Protein
gekoppelter Signaltransduktion. G-Protein gekoppelte Rezeptoren gehoren zur Klasse der
integralen, 7-helikalen Membran Rezeptoren und funktionieren als Sensoren fur externe
Signale in Form von Liganden oder Photonen. Eine der drei Subfamilien ist die Klasse der
Rhodopsin ahnlichen Rezeptoren, zu denen neben den Opsinen auch z.B, die CI.- und
~- adrenergen Rezeptoren gehoren.
1.1. Aufbau der Stabchenzelle des Rinderauges
Man kann in der Retina von Wirbeltieren zwei Typen von Photorczeptorzellcn unterscheiden,
Zapfen und Stabchen, In den Zapfen sind drei verschiedene Sehpigmente verankert, die durch
ihre unterschiedliche spektrale Empfindlichkeit die Farbwahrnehmung ermoglichen. Stabchen
arbeiten bei niedrigen Lichtintensitaten und sind fur das Hell-Dunkel Sehen ausgelegt
(Stryer, 1996). Ihre Sensitivitat ermoglicht es sogar einzelne Photonen zu detektieren
(Baylor et al., 1979; Nunn & Baylor, 1982; Rieke & Baylor, 1998). Die Stabchen enthalten in
den AuBensegmenten den Photorezeptor Rhodopsin. Da AuBensegmente von Stabchen sich
aus Rinderaugen einfach praparieren lassen, ist deren lichtaktivierte Signaltransduktion einer
der am genauesten untersuchten biochemischen Signalwandlungsprozesse.
Die Stabchenzelle des Rinderauges ist zylinderformig und hat eine Lange von etwa 100 fim
sowie einen Durchmesser von etwa 1,2 urn. Sie ist in ein Aufsen- und ein Innensegment
unterteilt, welche durch einen schmalen Steg, genannt Cilium, miteinander verbunden sind
(Abb. 1.1). Das Innensegment ist ftir den Zellstoffwechsel und fur die Generierung und
Weiterleitung des Membranpotentials verantwortlich.
Das AuBensegment der Stabchenzelle besteht aus einer Plasmamembran, die 500 bis 1000
flach ubereinander geschichtete Vesikel, die sogenannten Disks umschlieBt. Die Disks werden
im proximalen Teil des AuBensegmentes standig durch Ausstulpung der Membran des
Ciliums neu gebildet und wandern in den oberen Teil des Stabchens, wo sie durch
Pigmentepithelzellen wieder abgebaut werden (Kinney et al., 1978; Steinberg et al., 1980).
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Abbildungl.l.: Darstellung einer Stabchenzellc, der Diskmembran mit Rhodopsinmolekiilen sowie in der
Ausschnittsvergroberung das Rhodopsinmolektil in der Diskmembran. Das rz-Helix-Btindel-Modell von Rhodopsin ist in
Zylinderform schematisch gezeigt. Die Bindungstasche fur das l l-cts-Retinal ist schematisch angedeutet
(nach Hargrave & Hamrn, 1994).
1.2. Struktur und Funktion von Rhodopsin
Die Primarstruktur von Rinderrhodopsin wurde 1983 von Ovchinnikov
(Ovchinnikov et al., 1983) und Hargrave (Hargrave et al., 1983) aufgeklart, Rinderrhodopsin
ist aus einem Apoprotein, dem Opsin, sowie aus einem kovalent an das Opsin gebundenen
Chrornophor, dem ll-cis-Retina1 aufgebaut. Das Opsin ist ein Glycoprotein, welches aus
348 Aminosauren besteht, sein Mo1ekulargewicht betragt 40 kDa. Die Po1ypeptidkette bildet
sieben transmembrane Helices, die durch Schleifen, den sogenannten Loops, miteinander
verbunden sind. Der N- Terminus befindet sich im Diskzwischenraum. Die auf del'
cytop1asmatischen Seite del' Diskmembran befindlichen Loops sind zusammen mit dem
C-Terminus fur die Interaktion mit den Proteinen del'Sehkaskade verantwortlich (Abb, 1.1.).
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Die Aminosauren Cys 322 und Cys 323 des C-terminalen Endes sind palmitoyliert, was zu
einer Verankerung der Polypeptidkette in der Membran auf ihrer cytoplasmatischen Seite und
zur Bildung eines zusatzlichen Loops fiihrt (Ovchinnikov et al., 1988). Im N-tenninalen
Bereich sind die Aminosauren Asp 2 und Asp 15 glycosyliert (Fukuda et al., 1979).
Das ll-cis-Retinal befindet sich im hydrophoben Inneren des Opsins, und ist tiber eine
protonierte Schiff'sche Base kovalent an die Aminosaure Lys 296 gebunden (Wald, 1968).
Nach Absorption eines Lichtquants erfolgt die Isomerisierung vom gekrummten
ll-cis-Retinal zum gestreckten all-trans-Retinal. Dieser ProzeB bewirkt
Konformationsanderungen des Opsin-Anteils, es werden sukzessive verschiedene
Intermediate gebildet und umgesetzt, die sich im UV-VIS Spektrum voneinander
unterscheiden (Wald & Brown, 1958; Wald, 1968; Yoshizawa & Shichida, 1982).
Innerhalb weniger Millisekunden nach Belichtung stellt sich ein thermodynamisches
Gleichgewicht zwischen Metarhodopsin I und Metarhodopsin IT ein, das sich ill vitro sowohl
durch Temperatur- und pH-Anderungen (Parkes & Liebmann, 1984), als auch durch die
Zugabe von Transducin (Emeis & Hofmann, 1981) oder Arrestin (Schleicher et al., 1989)
verschieben laBt.
Metarhodopsin IT (R*) ist die biochemisch aktive Konformation des Rhodopsins
(Bmeis et al., 1982; Bennett et al., 1982; Kibelbek et al., 1991). Die Rhodopsinkinase kann
dabei an Metarhodopsin I und II binden, wahrend Transducin nur in der Lage ist an
Metarhodopsin II (R*) anzukoppeln. Im Gegensatz zu Arrestin und Transducin ist die
Rhodopsinkinase jedoch nicht in der Lage die Meta-Il-Konformation von Rhodopsin zu
stabilisieren (Pulverrnuller et al., 1993; Amis & Hofmann, 1993). Erwiesen ist jedoch, daB R*
durch Phosphorylierungen stabilisiert wird (Gibson et al., 1998). Die Lebensdauer von R*
betragt etwa 103 s (Hofmann, 1986), danach zerfallt es in Opsin und all-trans-Retinal
(Schleicher et al., 1989), oder wird in Metarhodopsin III umgewandelt.
1.3. Die Sehkaskade
An die aktive Form von Rhodopsin R* bindet das G-Protein Transducin (Kuhn, 1980;
Fung & Stryer, 1980; Hargrave et al., 1993; Arnis & Hofmann, 1995; Jager et al., 1996)
wahrscheinlich an dessen C-D und E-F Loops sowie an das C-terminale Ende
(Konig et al., 1989; Franke et al., 1992; Acharya et al., 1997). Transducin ist aus drei
Untereinheiten zusammengesetzt, die als T", Tp und Ty bezeichnet werden. Die
Ta-Untereinheit besitzt eine Nukleotidbindestelle (Kuhn, 1980; Fung et al., 1981), welche
GDP gebunden hat. Nach der Wechselwirkung des Transducins mit R* verliert das
Transducin seine Affinitat zu GDP und bindet dafiir GTP, was zur Dissoziation der
T,,-Untereinheit von der Tpy-Untereinheit und der Diskmembran fuhrt (Kuhn, 1980;
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Fung & Stryer, 1980). Da diese Vorgange innerhalb einer Millisekunde erfolgen
(Vuong et a!., 1984; Kahlert & Hofmann, 1991; Bruckert et a!., 1992), konnen bis zur
Unterbrechung del' Sehkaskade durch die Bindung del' Rhodopsinkinase und des Arrestins,
von einem lichtaktivierten Rhodopsinmolektil mehrere Hundert Transducinmolektile aktiviert
werden (Dawis et al., 1988; Felber et a!., 1996). Die T,,-Untereinheit aktiviert dann eine
cGMP Phosphodiesterase (PDE) (Fung et a!., 1981; Uchida et a!., 1981), Dieses Enzym ist
wie Transducin membranassoziiert. Es besteht aus vier Untereinheiten, jeweils eine
katalytische (J.- und ~- Untereinheit sowie zwei inhibitorische y-Untereinheiten
(Baehr et a!., 1979; Ovchinnikov et a!., 1986, 1987; Deterre et a!., 1988; Lipkin et a!., 1990b).
Die heiden y-Untereinheiten unterdriicken die Hydrolyseaktivitat del' PDE
(Hurley & Stryer, 1982), die Aktivierung erfolgt indem del' Inhibitor PDEy durch T" -GTP
gebunden und entfernt wird (Wensel & Stryer, 1986, 1990; Deterre et a!., 1986;
Skiba et a!., 1996; Liu et al., 1996). Die Umsatzrate des Enzyms PDE hat eine
Grolienordnung von mehreren tausend hydrolysierten cGMP pro PDE-Molekiil pro Sekunde.
11-cjs-~'~~+~
Retinal •










Abbildung 1.2.: Schematische Darstellung der Reaktionszyklen von Rhodopsin (R). Transducin (1) und der
Phosphodiesterase (PDE), weitere Abkiirzungen sindim Texterlautert (entnorrunen aus: MUlIer & Kaupp, 1998).
cGMP ist del' sekundare Botenstoff zwischen Rhodopsin und den cGMP abhangigen
Kationenkanalen del' Cytoplasmamembran. Im Dunkelzustand liegt ein depolarisiertcr
Zustand del' Plasmamembran VOl'. Da del' cGMP-Gehalt in den Stabchen del' Retina hoch ist
kommt es zu einem Na+-Einstrom, einem K'<Ausstrom und zu einer Erhohung des
cytosolischen Ca2+-Gehalts. Belichtung fuhrt zur Abnahme des cGMP-Gehalts in del' Zelle
unter Bildung von 5'GMP. Dadurch kommt es zur SchlieBung del' cGMP abhangigen
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Kationenkanale und somit zu einer Hyperpo1arisation del' P1asmamembran und einer
Verminderung des cytosolischen Ca2+-Gehalts (MUller & Kaupp, 1998;
Bie1ka & Bomer, 1995). An den nachgeschalteten Ganglienzellen wird dadurch ein
Aktionspotentia1generiert, das in das Zentralnervensystem weitcrgeleitet wird.
Urn die Lichtreaktion zu limitieren, dllrfen nul' wenige PDE-Mo1ektile aktiviert werden. Dies
ist nul' moglich, wenn die cytoplasmatische Seite von R* schnell und effektiv blockiert wird,
bevor zu viele Transducine sequentiell dort interagieren konnen. Transducin inaktiviert sich
se1bst durch eine intrinsische GTPase Aktivitat von T" (Fung, 1983; Dratz et al., 1987;
Arshavsky et al., 1989). Die Notwendigkeit fur eine schnelle Abschaltung del' Enzymkaskade
erklart sich auch aus del' Lebensdauer von R*, die bei mehr a1s 15 min liegt
(Hofmann & Heck, 1996). Eine Regulation del' Signaltransduktion, in del' sehr kurze Reize
(z.B. Lichtblitze) in elektrische Potentiale umgewande1t werden milssen, ist alleine durch
Deaktivierung (Zerfall in Opsin und Retinal) nicht moglich. Bei aufeinanderfolgenden
Lichtblitzen in kurzen Intervallen muB del' Rezeptor entsprechend schnell inaktiviert werden.
Die Abschaltung del'Enzymkaskade beginnt mit del' Bindung del' Rhodopsinkinase an R* und
del' darauffo1genden Phosphorylierung des C-terminalen Endes von Rhodopsin. Dabei konnen
durch die Rhodopsinkinase in vitro bis zu neun Phosphatgruppen ubcrtragen werden
(KUhn & Dreyer, 1972; Bownds et al., 1972; McDowell & KUhn, 1977;
Wilden & KUhn, 1982; Palczewski et al., 1991a). Von den verschiedenen potentiellen
Phosphorylierungsstellen sind in vivo wahrscheinlich nul' die Aminosauren Ser 334, Ser 338,
Ser 343 und eventuell Thr 340 kritisch fur die Abschaltung von R* (Ohguro et al., 1994;
1995; 1996; Zhao et al., 1995; Zhang et al., 1997), wobei die erste Phosphatgruppe auf das
Ser 338 Iibertragen wird (Ohguro et al., 1993a; 1995). Bereits nach del' Ubertragung einer
Phosphatgruppe auf das lichtaktivierte Rhodopsin erfolgt bereits die Bindung von Arrestin
(Wilden, 1995). Die Phosphate reduzieren die Affinitat zu Transducin und steigern die
Bindung von Arrestin, die gebundene Rhodopsinkinase wurde zuvor inaktiviert
(Wilden et al., 1986a; Palczewski et al., 1992a; Wilden, 1995; Dean & Akhtar,1996). Mit del'
Bindung von Arrestin ist die Sehkaskade beendet, die Interaktion zwischen R* und
Transducin wird sterisch blockiert (Abb. 1.2.).
Rhodopsin wird wieder rcgencriert, indem das im Abschaltzyklus phosphorylierte Opsin
wahrend del' Abspaltung des Arrestins durch eine Proteinphosphatase dephosphoryliert wird
(Fowles et al., 1989; Palczewski et al., 1989b; Hofmann et al., 1992). All-trans-Retinal wird
nach einer Reduktion zu all-trans-Retinol durch die Retina1dehydrogenase enzymatisch zu
11-cis-Retinal umgewandelt, und ist somit fur eine erneute Bindung an Opsin verfugbar, Dazu
muB dieses cis-Konformer noch kovalent am Opsinmo1ektil verankert werden





Entdeckung und Eigenschaften von Arrestin
1973 gelang es W. Wacker aus Retinaextrakt ein Antigen zu isolieren, welches bei
Versuchstieren zu einer experimentellen allergischen Uveitis filhrt. Er bezeichnete dieses
Protein als S-Antigen (Wacker, 1973). H. KUhn konnte 1984 nachweisen, daB ein von ihm
entdecktes Protein in den Stabchenzellen von Retinen aus Rinderaugen, welches er 48K
nannte, an lichtaktivierte Membranen bindet (KUhn et al., 1984). Weitere Versuche ergaben,
daB das 48K-Protein an lichtaktiviertes und phosphoryliertes Rhodopsin (P-R*) bindet, und
somit den photoaktivierten Rezeptor inaktiviert (Wilden et al., 1986a; KUhn & Wilden, 1987).
Aufgrund del' arrettierenden Funktion des 48K-Proteins in del' Sehkaskade wurde es als
Arrestin bezeichnet (Zuckerman & Cheasty, 1986). Arrestin und S-Antigen sind identisch
(Pfister et al., 1985).
Retinales Rinderarrestin aus Stabchenaubensegmenten besteht aus 404 Aminosauren
(Shinohara et al., 1987) mit einem Molekulargewicht von 45317 Da. Es wurde diskutiert, daB
Arrestin mit Kohlenhydraten modifiziert ist (Dorey et al., 1979; Borthwick & Forrester, 1983;
Banga et al., 1987) sowie phosphoryliert wird (1. Weyand, Dissertation, 1988;
Weyand & KUhn, 1990). Massenspektrometrische Untersuchungen ergaben jedoch, daB
Arrestin post-translational nul' durch eine Acetylierung am N-terminalen Ende modifiziert
wird (Buczylko & Palczewski, 1993). Arrestin kann durch isoelektrische Fokussierung in
mehrere Isoformen aufgetrennt werden. Diese haben einen pl-Wert zwischen 5,5 und 6,2. Als
Ursache fill' die Mikroheterogenitat konnen zum einen Differenzen in del' Primarstruktur
herangezogen werden, da Arrestin aus verschiedenen Individuen sich in jeweils
unterschiedliche Subspezies auftrennen laBt (1. Weyand, Dissertation, 1988). Dies wird
unterstlitzt durch die Tatsache, daB die Primlirsequenz nach Protein- und DNA-Sequenzierung
(Shinohara et al., 1987) von del' nach Sequenzierung nul' auf DNA-Ebene
(Yamaki et al., 1987) in 4 Aminosauren (Positionen 35 Val zu Leu; 119 Leu zu Val;
177 Val zu TIe; 317 Asp zu His) abweicht (Weyand & KUhn, 1990). Auch durch Proteolyse
kann Heterogenitat erzeugt werden. Sowohl del' N-terminale Bereich als auch die Region um
den C-Terminus ist proteolytisch besonders instabil (Palczewski et al., 1991c).
1.4.2. Bindungsverhalten von Arrestin an Rhodopsin
Es konnte gezeigt werden, daB Arrestin nur an die Meta II Konformation des Rhodopsins (R*)
bindet (Schleicher et al., 1989). Wie bereits dargestellt, besitzt R* eine Schltisselstellung in
del' Enzymkaskade des Sehvorgangs. Voraussetzung fill' die Bindung von Arrestin an
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Metarhodopsin II ist die vorhergehende Phosphorylierung des lichtaktivierten
Rhodopsinmolekuls durch das Enzym Rhodopsinkinase (Kuhn et al., 1973; Kuhn, 1978).
Es wurde postuliert, daB zur Interaktion mit P-R* Arrestin in einer bindenden Konformation
vorliegen muB, d.h, zuvor eine Umwand1ung einer inaktiven Form des Arrestins in eine
andere, zur Bindung befahigten Konformation stattfindet. Beide Konformationen liegen im
G1eichgewicht VOl' (Palczewski et al., 1991b). Man nimmt an, daB eine wesentliche Funktion
del' Aminosauren im C-termina1en Bereich von Arrestin die Stabilisierung del' inaktiven
Konformation sein konnte (Palczewski et al., 1991c, 1994a; Gurevich & Benovic, 1993a)
Ein von Ohguro vorgesch1agenes, molekulares Modell zum Mechanismus del'
Konformationsanderung (Ohguro et al., 1994; Palczewski, 1994b), geht von einer
intramolekularen Salzbrlicke zwischen den C-tenninalen Aminosauren und einer
po1ybasischen, Lysin-reichen, Region im Arrestin aus. Diese Sa1zbrlicke wird durch
Interaktion mit dem phosphorylierten C-Terminus des Rhodopsins aufgebrochen. Somit
werden vorher blockierte Bindungsstellen fur P-R* am Arrestinmolekul freige1egt und es
kann zusatzlich eine Bindung an dicsen Sequenzbereichen des Arrestins erfolgen. Das Modell
wird von den experimentellen Befunden unterstutzt, daB das am C-termina1en Ende um
35 Aminosauren verklirzte p44-Protein , die Sp1eiBvariante von Arrestin (Smith et al., 1994),
in del'Lage ist, an unphosphoryliertes R* zu binden (palczewski et al., 1994a).
Es wurden ill vitro verschiedene Mutanten sowie chimare Arrestine erzeugt
(Gurevich & Benovic 1992, 1993a, b; Gurevich et al., 1994, 1995, 1997), die zu dem
aktuellen Bindungsmodell von Arrestin fuhrten (Gurevich, 1998). Dabei wird jedem Bereich
des Proteins eine spezielle Funktion wahrend del' Bindung an P-R* zugeordnet. Fo1gende
primate Bindungsstellen werden diskutiert: Die Nvterrninale Halfte (AS 29-163) wird zur
Erkennung del' Lichtaktivierung benotigt und interagiert mit den Regionen von Rhodopsin,
die ihre Konformation nach diesel' Aktivierung andern, Die Aminosauren 1-29 haben durch
Interaktion mit dem C-Terminus regu1atorische Funktion (Abb, 1.3., Motive I und II). Die
Phosphorylierungs Erkennung soli im Bereich del' Aminosauren 163-191 stattfinden
(Abb. 1.3, Motiv Ill), del' mit dem phosphorylierten C-Terminus von Rhodopsin interagiert,
Dabei wird del' AS Arg 175 die Funktion eines fur Phosphorylierung sensitiven Triggers
zugeordnet. Nach del' Bindung an Rhodopsin soli Arrestin eine konformelle Umordnung
erfahren, die in del' Mobilisierung einer zweiten, hydrophoben sckundaren Bindungsstelle
(innerhalb AS 191-355) resultiert (Abb, 1.3, Motiv IV). Del' C-terminale Bereich
(AS 355-404) ubt wiederum durch Stabilisierung del' inaktiven Form sowie Kontrolle del'
Konformationsanderung zur aktiven Form eine regu1atorische Funktion aus (Abb, 1.3,
Motiv V). Von Gurevich wird postuliert, daB im Arrestin zwei verschiedene Arten von
intramolekularen Wechselwirkungen existieren, die nacheinander durch Bindung an P-R*
aufgehoben werden (Gurevich, 1998).
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Smith und Mitarbeiter definieren die Aminosauren 90-140 als primate Interaktionsregion von
Arrestin zu P-R* mit dem prinzipiellen Bindungsbereich yon AS 109-130 (Smith et aI., 1999).











Abbildung 1.3.: Die funf Pingerprint Regionen nach PRINTS, basierend auf den bekannten Arrestin-Sequenzen
(entnommen aus: Granzin et al., 1998).
Durch Analyse mit del' "Protein Fingerprint Database" PRINTS (Attwood et aI., 1997)
ergeben sich fur aile bekannten Arrestine funf auf Aminosaureebene hoch konservierte
Motive, als Fingerprint Regionen bezeichnet. Diese befinden sich vornehmlich in del'
N-terminalen Domane von Arrestin (Granzin et aI., 1998). Da allen Arrestinen eine Rolle in
del' Regulation von GPCRs zugewiesen wird, ist naheliegend, . daB mogliche
Interaktionsbereiche zum Rezeptor in diesen Motivregionen zu finden sind.
1.4.3. Vorkommen und subzelluliire Verteilung von Arrestinen
Bis April 1999 sind 34 Proteine aus del' Familie del' Arrestine bekannt und sequenziert
(SWISS-PROT). Neben ihrer Rolle bei del' Abschaltung del' Signaltransduktion im visuellen
System von Vertebraten und Invertebraten (Yamada et al., 1990; Smith et aI., 1990), scheinen
Arrestine auch in anderen G-Protein gekoppelten Systemen eine Bedeutung bei del'
Inaktivierung del' Rezeptoren zu haben. Besonders gut untersucht ist diese Funktion im
~-adrenergen System. Das in diesem System beteiligte Arrestin wird als ~-Arrestin bezeichnet
(Lohse et aI., 1990). Nicht-visuelle ~-Arrestine werden ubiquitar exprimiert, und sind fur die
Regulation vieler verschiedener G-Protein gekoppelter Rezeptoren (GPCRs) verantwortlich
(Krupnick & Benovic, 1998). Ihnen wird u.a. eine bedeutende Rolle in del' Internalisierung
von Agonist-aktivierten GPCRs zugewiesen (Ferguson et al., 1996; Krupnick & Benovic,
1998; Ferguson & Caron, 1998; Li et aI., 1999). Postuliert wird zum einen eine Funktion als
Adaptormolekiil zwischen Rezeptor und del' Clathrin-coated-pit Maschinerie
(Goodman et aI., 1996) sowie auch eine direkte Bindung an Clathrin (Krupnick et aI., 1997)
und Inositol Phosphate gezeigt (Gaidarov et aI., 1999). Es gibt nun auch direkte Hinweise,
daB ~-Arrestin die Tyrosin Kinase c-Src zum ~2-adrenergen Rezeptor rekrutiert
(Luttrell et al., 1999; Zuker & Ranganathan, 1999).
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Man vermutet, daB Arrestin-artige Proteine in allen Ezymkaskaden, die eine Interaktion
zwischen G-Protein und Rezeptor zeigen vorkommen, und essentiell fill' die Regulation des
Rezeptors und dessen Adaptation sind. Arrestine konnten mittels Immunodetektion in vielen
Geweben nachgewiesen werden. Dazu gehort z.B, die Zirbeldriise (Kalsow & Wacker, 1978),
die Niere (Mirshahi et al., 1992), Erythrozyten und Thrombozyten (Mirshahi et al., 1989;
1991a), Osteoblasten (Bliziotes et aI., 1996) und das Gehirn
(Sunayashiki-Kusuzaki, et al., 1997). Arrestin-ahnliche Proteine wurden auch z.B, im Tabak
(Mirshahi et al., 1991b), in del' Hefe Saccharomyces cerevisiae (Jeansonne et al., 1991), und
in Euglena gracilis (Razaghi et al., 1997) nachgewiesen. Die subzellulare Verteilung von
retinalem Arrestin in den Stabchen von Bufo marinus wurde mittels Immune-
Elektronenmikroskopie untersucht (Mangini & Pepperberg, 1987). Es zeigte sich, daB sich im
Dunkeln del' iiberwiegende Teil des Arrestins im Stabcheninncnscgrncnt befindet. Dies andert
sich jedoch nach Belichtung del' Retina. Das Arrestin wandert in das Aufsensegrnent del'
Stabchen und ist dort mit dem Elektronerunikroskop nach Immunogoldmarkierung sichtbar
(Mangini et al., 1994).
1.4.4. Arrestin unter medizinischen Gesichtspunkten
Die Bedeutung von Arrestin in del' visuellen Signaltransduktion zeigt sich in der erblichen
Form del' Nachtblindheit, del' Oguchi-Krankheit, Bei einer Reihe von Patienten wurde
gefunden, daB mit diesel' Krankheit auch eine homozygote Deletion des Nukleotids 1147 im
Arrestingen verkniipft ist. Diese erzeugt ein Stop-Codon und fuhrt somit zur vorzeitigen
Termination der Proteinsynthese (Fuchs et al., 1995; Nakamachi et aI., 1998). Eine
Verursachung von Retinitis Pigmentosa durch Mutationen irn Arrestingcn werden zur Zeit
kontrovers diskutiert (Sippel et aI., 1998; Nakazawa et al., 1998). Auch bei Patienten, die an
multipler Sklerose erkrankt waren, wurden erhohte Titer del' gegen Arrestin gerichteten
Serumantikorper nachgewiesen (Ohguro et al., 1993b).
Transgene Manse, die kein Arrestin mehr besitzen, konnen eine vollstandige Deaktivierung
ihrer Phototransduktionskaskade in einem biologisch relevanten Zeitbereich nicht mehr
erreichen (Xu et al., 1997).
o
1.5. Die Rontgenkrlstallstruktur von Arrestin bei 3.3 A
Ein Arrestin-Mo1ekiil hat die GroBe von etwa 90x39x50 A3 (Abb, 1.4) und ist aus zwei
Domanen, bestehend aus antiparallelen ~-Faltb1attern und einer kurzen N-termina1en a-Helix
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aufgebaut. Die Domanen sind verkniipft durch einen flexiblen Bereich, der als Scharnier-
Region ("hinge region") bezeichnet wird.
Die asymmetrische Einheit del' Elementarzelle enthalt vier Molekiile (A bis D), die jeweils
paarweise (A und C sowie B und D) gleieh sind. Bei Molekul A und C ist die Elektronendichte
ab Aminosaure 368 und bei Molektil B und D ab Rest 363 nicht mehr sichtbar
(Granzin et al., 1998). Eine Kontrolle durch SDS-PAGE und Westernblots mit verschiedenen
Antikorpern zeigte, daB das kristallisierte Protein die volle Arninosaurenlange hat und nieht
die SpleiBvariante p44 ist (3.4.4.). Die in del' Elektronendichte nieht sichtbaren Aminosauren
haben eine hohe Flexibilitat, die moglicherweise funktional von Bedeutung ist (1.4.2.).
Abbildung 1.4.: Die Struktur von Molekiil B. 1m BUd liegt dIe C-terminale Domane oben. DIe Seitenketten der
Lysine und Argenine sind fUr die N-terminale Domane zusatzlich gezeichnet. Der Pfeil bezeichnet die Schleife von
Aminosaure 68 bis 78 zwischen den p-Str1ingen G undH (entnommen aus: Granzin et al., 1998),
Weitere signifikante Unterschiede treten zwischen den nicht-equivalenten Paaren
hauptsachlich in einer Loop-Region (Schleife von Aminosauren 68 bis 78) auf. Bei den
Molekiilen B und D hat diese Schleife eine "offene" Form (Abb. 1.4., Pfeil). In Molekiil A
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bzw. C ist die Schleife von 68 bis 78 zwischen den ~-Strangen G und H del' N-terminalen
konkaven Seite vorgelagert. Diese Konformation konnte die inaktive Form darstelIen. AIle
Abweichungen zwischen den Molektilen sind durch Packungseffekte bei del' Kristallbildung
zu erklaren, Moglicherweise deuten sie auf, durch Interaktion mit P-R* induzierte,
Konformationsandcrungen hin.
Die N-terminale Kuppel hat an del' Basis einen Durchmesser von 35 A und eine Tiefe von
24 A, del'C-terminale Kuppeldurchmesser ist im Vergleich mehr als 10 Akleiner, Wie bereits
diskutiert wurde vorgeschlagen, daB die Phosphorylierungs-Erkennungs-Domane
vornehmlich N-terminal im Bereich del' Aminosauresequenz 163 bis 1911iegt (1.4.2.).
Abbildung 1.5.: Die Umgebung von Arg175. Die gepunkteten Linien sind Wasserstoffbrttcken bzw.
SalzbrUcken. Die 2 Kugelnstellen Wassermolektile dar(entnommen aus: Granzin et al., 1998).
Zusatzlich wurde dem Arg 175 (~-Strang N) eine Schlusselrolle zugeordnet. In del'
vorliegenden Kristallstruktur wird das Arg 175 in eine untibliche Rotamer-Konformation
gezwungen. Dafur verantwortlich sind die Salzbrucken zu Asp 30, Asp 296 und Asp 303,
sowie del' zusatzlichen Wasserstoffbruckc zu einem Wassermolektil (Abb. 1.5.). Wenn das
Arg 175 die beschriebenen Funktionen als Phosphorylierungs-sensitiver Trigger (1.4.2.)
ausuben soll, mussen die Salz- und Wasserstoffbriicken gelost werden. Hierdurch konnte die
Aminosaure in Standardrotamer-Konfonnation ubergehen und ware dem C-terminalen Ende
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des Rhodopsins zuganglich, Ab Lys 176 verdrillt sich del' ~-Strang N und verl1iBt die konkave
Seite. Dadurch konnen die darauf folgenden Aminosauren nicht mehr in direkten Kontakt mit
Rhodopsin treten. Die Aminosauren Lys 176 bis Gly 185 verlaufen durch die
Scharnier-Region auf die Ruckseite del' zweiten Dornane. Diese strukturellen Eigenschaften
weisen darauf hin, daB die Phosphorylierungs-Erkennungs-Region wahrscheinlich nur bis
Aminosaure 175 reicht und nicht, wie in del' Literatur beschrieben, bis Rest 191
(Gurevich, 1998). Die Reste 176 bis 191 haben bisher keine offensichtliche Funktion. Ihre
Lage in del' flexiblen Scharnier-Region weist abel' auf eine mogliche Beteiligung an del'
Trigger-Funktion des Arg 175 hin.
Eigenschaften del' anderen postulierten funktionalen Bereiche in Arrestin sind ohne die
dreidimensionale Struktur von P-R* sehr spekulativ. Del' modellierte Arrestin-Rhodopsin-
Komplex (Granzin et al., 1998) deutet an, daB die Dimensionen del' N-terminalen Domane
von Arrestin ausreichen, urn die cytoplasmatischen Schleifen von Rhodopsin vollstandig
gegen Transducin abzuschirmen.
Auf Basis del' Rontgcnkristallstruktur von Arrestin in Kombination mit den Literaturdaten
(1.4.2.) war es rnoglich, die mit dem phosphorylierten C-terminalen Bereich von Rhodopsin
wechselwirkende Phosphorylierungs-Erkennungs-Domane zu lokalisieren., Die genaue
Lokalisation del' Bindungsstellen am Rhodopsin konnten noch nicht geklart werden. Krupnick
und Mitarbeiter fanden jedoch, daB das Arrestin an den ersten und dritten Loop des
Rhodopsins bindet (Krupnick et a!., 1994).
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1.6. Zielsetzungen der Arbeit
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Die Aufklarung des Bindungsmechanimus von Arrestin an phosphoryliertes und
lichtaktiviertes Rhodopsin leistet einen bedeutenden Beitrag zum Verstandnis der Regulation
von GPCRs. Eine wichtige Voraussetzung dafur ist die Raumstruktur von An·estin. Die
vorliegende Rontgenstruktur weist jedoch in dem fur die Spezifitat entscheidenden
C-terminalen Bereich ein Defizit in der Elektronendichte auf. Bine definitive Aussage tiber
interagierende Bereiche zwischen Arrestin und Rhodopsin ist nur durch die Kristallisation und
Rontgenstrukturanalysc des Arrestin-Rhodopsin-Komplexes moglich.
Aus Rinderaugen laBt sich Arrestin durch etablierte Reinigungsverfahren zwar in groBen
Mengen gewinnen (Wilden et al., 1986b; Buczylko & Palczewski, 1993), das so gewonnene
retinale Arrestin zeigt jedoch eine groBe Mikroheterogenitat. Diese wird zum groBen Teil auf
die Herkunft aus verschiedenen Tieren und durch Unterschiede in der Aminosauresequenz
(Shinohara et al., 1987; Yamaki et al., 1987; I. Weyand, Dissertation, 1988) zuruckgefuhrt,
Auch spielen Differenzen in Acetylierung und Proteolyse des N-Terminus eine Rolle.
Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines heterologen Expressionssystems fur Arrestin
aus dem Rinderauge. Durch rekombinante Herstellung von homogenem und funktionalem
wildtypischen Arrestin, sollte eine Grundlage fur die anschlieBende Erzeugung von Arrestin-
Mutanten geschaffen werden. Diese Proteine konnen auch in der Kristallisation des Arrestin-
Rhodopsin-Komplcxes Verwendung finden.
Durch ModifJkation der wildtypischen Sequenz mit verschiedenen Peptiden
(z.B. 6 Histidinen) kann rekombinantes Arrestin affinitatschromatographisch gereinigt
werden. Unter der Voraussetzung, daB die angenommene Konformationsanderung der
inaktiven in die aktive Form von Arrestin durch Interaktion mit Rhodopsin bewirkt wird,
sollte ein heterolog exprimiertes, tiber Affinitatspeptide gereinigtes Arrestin zu 100% in der
postulierten inaktiven Konformation vorliegen. Zudem ist bei der Reinigung tiber die
Modifikationen des C-Terminus sichergestellt, daB nur vollstandig translatierte Proteine
isoliert werden.
Durch C-terminale Veranderungen an Arrestin werden die Voraussetzungen geschaffen, den
C-Terminus selektiv z.B. mittels Schweratomderivaten zu markieren und zu lokalisieren.
Anhand der publizierten, nativen Rontgenstruktur werden Mutanten erstellt, die einen Beitrag
zur Aufklarung der Arrestin-Rhodopsin-Bindung leisten konnen,
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2. Material und Methoden
2.1. Gerate und Zubehor
Agarosegelelektrophorese:
Power Pack P25, Biometra, Gottingen
Laufkarnmer Bio Max (QS71O), Kodak,
Laufkarnmer GMA 200, Pharmacia, Uppsala, Schweden
DNA-Sequenzierung:
Power Supply EPS 3500, Pharmacia, Uppsala, Schweden
GATC 1500 Direct Blotting Electrophoresis DNA-Sequencer mit GATC CCU
1500 Schrittmotor und GATC-Tube, GATC Gesellschaft, Konstanz
LI-COR 4200 Automatic Sequencer, MWG-Biotech, Ebersberg
Geldokumentationssystem:
Gel Doc 1000, Molecular Analyst, BioRad, Miinchen
pH-Meter:
pH-Meter 766 Calimatic, Knick, Berlin
mit pH-Elektrode von Schott Gerate, Hofheim a. Ts.
Photometer:




Model 10001500 Power Supply, BioRad, Miinchen
Power Supply 2301 Macrodrive 1, LKB, Brornma, Schweden
Protean II xi Cell, BioRad, Miinchen
2050 Midget, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, U.S.A.
Thermocycler:
PTC-200, MJResearch, Watertown, U.S.A.
Ultraschallgeriite:
Labsonic L mit Nade140TL, Braun, Melsungen
Ultraschallbad Transsonic Digital, Elma, Singen
UV-Tisch:
TFL20M, Biometra, Gottingen
Mini-Transilluminator mit UV-Weifslicht-Konvertierungsplatte,BioRad, Miinchen
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Zcllaufschluflgerater
French Press Hydraulikpresse, SLM Aminco, Rochester, U.S.A.
French Press Zelle 20K mit Schnellftillstand, SLM Aminco, Rochester, U.S.A.
French Press Zelle 40K, handbcfullbar, SLM Aminco, Rochester, U.S.A.
Zentrifugen:
Optima TL Ultrazentrifuge mit Rotor TLA 45, Beckman, Palo Alto, U.S.A.
Optima L-70K Ultrazentrifuge mit Rotor Ti70, Beckman, Palo Alto, U.S.A.
Amicon Mikrozentrifuge MC-13, Heraeus, Osterode
Zentrifuge 5414, Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Kiihlzentrifuge Biofuge 13 R mit Rotor HFA 14.2, Heraeus, Osterode
Megafuge 1.0 R mit Rotor BS44021A, Heraeus, Osterode
Centricon H-401 mit Rotor A8.24, Kontron, Hermle, Gosheim
Kiihlzentrifuge 5417R, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg
Sorvall RC5C mit Rotoren SS34, GS, KA-9000, DuPont, Wilmington, U.S.A.




Sofern nicht anders angegeben, haben aile Chemikalien die Qualitat "p.a." odcr "reinst". Die


















Brain Heart Infusion (BHI) Broth
































































































































































































































Alkalische Phosphatase (aus Kalberdarm)
Klenow Fragment der DNA-Polymerase aus E. coli
Mung Bean Nuklease
Taq Expand High Fidelity











New England Biolabs, Schwalbach
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Seikagaku, Tokyo, Japan
Restriktionsenzyme werden von den Firmen New England Biolabs (Schwalbach), GibcolBRL
(Karlsruhe), Boehringer Mannheim und Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) bezogen.
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Filtereinheiten:
Supor Acrodisc 32, 0,2 f.lm oder 0,45 urn, Gelman Sciences, Ann Arbor, U.S.A.
Spritzenvorsatzfilter, 0,45 urn PES, Nalgene, Rochester, U.S.A.
Bottle Top Filter, 0,2 urn, 150 ml, Nalgene, Rochester, U.S.A.
Bottle Top Filter, 0,45 urn, 150 ml, Nalgene, Rochester, U.S.A.
Bottle Top Filter, PES 0,45 um, 150 ml, Nalgene, Rochester, U.S.A.
VacuCap 60, 0,2f.1m, Gelman Sciences, RoBdorf
Gelfiltrationssiiulen zur Probenentsalzung:
Column PD-lO, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Econo-Pac lODG Columns, BioRad, Miinchen
Molekulargewichts-Standards fiir die Elektrophorese:
Protein:
Rainbow, high molecular weight
SDS-PAGE, Molecular Weight Standard, Broad Range
10 kDa-Ladder
Benchlvlarkt", Protein Ladder













NENJM Life Science,Boston, U.S.A.
GibcolBRL, Karlsruhe
New England Biolabs, Schwalbach
Boehringer Mannheim
Siiulenmaterialien fill' die Chromatographie:
Chelating Sepharose Fast Flow Media, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Glutathion Sepharose 4B, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
StrepTactin Sepharose, IBA, Gottingen
Streptavidin Sepharose, Biometra, Gottingen
Mono-Q HR 515 FPLC-Siiule, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Ultrafiltrationseinheiten:
Fugisep-Maxi 10.000, 30.000; Sevatec, Witten oder Membrapure, Bodenheim
Fugisep-Midi 10.000, 30.000; Sevatec, Witten oder Membrapure, Bodenheim
Fugisep-Mini 10.000, 30.000; Sevatec, Witten oder Membrapure, Bodenheim
Centricon-lO, -30; Amicon, Beverly, U.S.A.
Microcon-Ifl, -30; Amicon, Beverly, U.s.A.




Puffer, Losungen und Medien
Puffer und Losungen
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100 mM PIPES, 800 mM NaC!, 2 mM MgCh, pH 7,0
140 mM NaCI, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HP04,
1,8 mM KHZP04, pH 7,3
100 mM Tris/HCI, I mM EDTA, 0,02 % (w/v) NaN3, pH 8,0
100 mM TrisIHCI, 1 mM EDTA, 3 mM Diaminobiotin,
0,02 % (w/v) NaN3, pH 8,0
10 mM HEPES, 100 mM NaCI, pH 7,5
10 mM HEPES, 400 mM NaC!, pH 7,5
10 mM HEPES, 800 mM NaCI, pH 7,5
5 mM Imidazol, 500 mM NaCI, 20 mM TrisIHCI, pH 7,9
60 mM Imidazol, 500 mM NaCI, 20 mM TrisIHCI, pH 7,9
1M Imidazol, 500 mM NaCI, 20 mM TrisIHCI, pH 7,9
100 mM EDTA, 500 mM NaCI, 20 mM TrisIHCI, pH 7,9
50 mMNiS04
2,5 mM Desthiobiotin, 10 mM HEPES, 400 mM NaCI, pH 7,5
I mM HABA, 10 mM HEPES, 400 mM NaCI, pH 7,5
6MGuCI
10 mg/ml Ethidiumbromid
40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0
50 % Saccharose, Ix TAE, 0,25 % Bromphenolblau
Isolierung von Arrestin aus Rinderaugen:
Uisung 1:
Uisung2:
0,07 M NazHP04 ; 0,07 M NaHzP04; 1 mM MgCh;
0,1 mM EDTA; pH 7,2





10 mM HEPES; 400 mM KCl; pH 7,2










18 mM HEPES; 30 %(v/v) Ethylenglycol; 18 % (v/v) PEG 200;
3 % (v/v) PEGlOOO; 8 % (v/v) PEG 6000; 500 mM KCl;
0,02 % (w/v) NaN3; pH 7,2
100 mM HEPES; 800 mM NaCl; pH 7,2
28 mM HEPES; 30 %(v/v) Ethylenglycol; 18 % (v/v) PEG200;
3 % (v/v) PEGlOOO; 8 % (v/v) PEG 6000; 1,3 M KCl;
4 mM MgCh; 8 mM EGTA; 0,02 % (w/v) NaN3; pH 7,2
15,6 mM HEPES; 21 %(v/v) Ethylenglycol; 12,9 % (v/v)
PEG200; 2,1 % (v/v) PEGlOOO; 5,7 % (v/v) PEG 6000; 622 mM
KCl; 0,02 % (w/v) NaN3; pH 7,2
14 mM HEPES; 15 %(v/v) Ethylenglycol; 9 % (v/v) PEG 200;
1,5 % (v/v) PEGlOOO; 4 % (v/v) PEG 6000; 675 mM KCl;
0,02 % (w/v) NaN3; pH 7,2
10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0






70 mM NaPP, 1 mM MgCh, pH 7,2
10 mM HEPES, 120 mM KCl, 1 mM MgCh, pH 7,2
5 mM HEPES, 0,5 mM MgCh, pH 7,2
10 mM HEPES, 120 mM KCl, pH 7,2
Polyacrylamidgelelektrophorese:
2x SDS-Probenpuffer: 124 mM Tris, 4 % (w/v) SDS, 10 % p-Mercaptoethanol,
20 % (v/v) Glycerin, 0,2 % (w/v) Bromphenolblau
5x Harnstoffprobenpuffer: 8 M Harnstoff, 0,2 M TrisIHCI, 2 % (w/v) SDS,
0,05 % (w/v) Bromphenolblau, 0,2 M DTT






1,5 M Tris, 0,4 % (w/v) SDS, pH 8,8
192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1 % (w/v) SDS
0,05 % (w/v) Coomassie R250, 10 % (v/v) Essigsaure,
25 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure
0,6 M KCI-Puffer:
0,3 M KCl-Puffer:
Praparation von Stiibchenauflensegmenten (ROS-Membranen) aus Rinderaugen:
0,6 M KCl; 20 mM HEPES, pH 7,0
0,3 M KCl; 10 mM HEPES; 0,1 mM EDTA; 1 mM MgCI2;
0,5 mM CaCh; pH 7,0
50 % Saccharose-Puffer: 50 % (w/v) Saccharose; in 0,3 M KCI-Puffer
48 % Saccharose-Puffer: 48 % (w/v) Saccharose; in 0,3 M KCI-Puffer
Saccharoselosung mit einer Dichte von p = 1,10 g/ml:
148 ml50 % Saccharose-Puffer + 252 ml 0,3 M KCI-Puffer
Saccharoselosung mit einer Dichte von p = 1,125 g/ml:
217 ml50 % Saccharose-Puffer + 183 ml 0,3 M KCl-Puffer
Saccharoselosung mit einer Dichte von p = 1,145 g/ml:
258 ml50 % Saccharose-Puffer + 142 ml 0,3 M KCI-Puffer









10 mM TrisIHCl, 0,1 mM EDTA pH 7,6, 100 mM LiAc
10 mM TrisIHCl, 0,1 mM EDTA pH 7,6,100 mM LiAc,
40 % (w/v) PEG3350
39 mM Glycin, 48 mM Tris (Base), 20 % (v/v) Methanol
0,2 % (w/v) Ponceau S, 3 % (w/v) Trichlorcssigsaure
20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7,6
20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7,6,0,1 %(v/v) Tween 20
60 mM Tris, 100 mM p-Mel'captoethanol, 2 % (w/v) SDS, pH 6,8
Zellaufschlufl von S. cerevisiae mit Glasperlen nach Sphiiroplastierung:
SCE-Puffer: I M Sorbitol, 0,1 M Na-Citrat, pH 5,8,10 mM EDTA
Protease Inhibitor Cocktail: 1 mM PMSF, 10 ug/ml Aprotinin, 10 ug/ml Chymostatin,




Wenn nicht anders angegeben, werden die Medien autoklaviert (121 DC, 20 min.),
Medienzusatze (Kohlenstoffquellen, Antibiotika und andere Zusatze) werden sterilfiltriert und










200 mg/ml Ampicillin in Wasser, sterilfiltriert
50 mg/ml Kanamycin in Wasser, sterilfiltriert
I M in Wasser, sterilfiltriert
2 mg/ml in Dimethylformamid, sterilfiltriert
500 mM in Wasser, sterilfiltriert
40 % (w/v) in Wasser, sterilfiltriert
40 % (w/v) in Wasser, sterilfiltriert
40 % (w/v) in Wasser, sterilfiltriert
Bakterienmedien:
dYT: 1,6 % (w/v) Trypton, 1 % (w/v) Hefe-Extrakt, 0,5 % (w/v) NaCI
LB: 1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt, 1 % (w/v) NaCI, pH 7,5
BHI 52 g BHI pro I Medium
FUrAgarplatten wurde dem Medium 1,5 % (w/v) Agar zugesetzt.
Hefemedien:
Minimalmedium SC: 0,67 % (w/v) YNB ohne Aminosauren, 2 % (w/v) Kohlenstoffquelle
(Glukose oder Galaktose oder Raffinose) 0,1 % (w/v) DROP-OUT-
MIX ohne Uracil bzw. ohne Leucin
Vollmedium YP: 2 % (w/v) Pepton, 1 % (w/v) Hefe-Extrakt, 2 % (w/v) Kohlenstoffquelle
FUrAgarplatten wird dem Medium 2 % (w/v) Agar zugesetzt.
DROP-OUT-MIX (je nach Bedarf ohne Uracil bzw. ohne Leucin ansetzen):
Adenin 0,5 g, Alanin 2,0 g, Arginin 2,0 g, Asparagin 2,0 g, Asparaginsaure 2,0 g,
Cystein 2,0 g, Glutamin 2,0 g, Glutaminsaure 2,0 g, GIycin 2,0 g, Histidin 2,0 g,
Inositol 2,0 g, Isoleucin 2,0 g, Leucin 10,0 g, Lysin 2,0 g, Methionin 2,0 g,
Phenylalanin 2,0 g, Prolin 2,0 g, Serin 2,0 g, Threonin 2,0 g, Tryptophan 2,0 g, Tyrosin 2,0 g,
Uracil 2,0 g, Valin 2,0 g
Anstelle von DROP-OUT-MIX konnen auch, je nach auxotrophem Bedarf, Zusatze aus
100fach konzentrierten Stammlosungen hinzugeftigt werden:





Agarosegele und Sypro-Orange-gefarbte SDS-Gele werden mit dem GeIDoclOOO (BioRad)
dokumentiert, in machen Hillen werden Polaroidbilder erstellt (Polaroid MP-4 Land Camera
mit Polapan-Filmen). Die Dokumentation von Silber- oder Coomassie-gefarbten SDS-Gelen
erfolgt unter Verwendung des UV-WeiBlicht-Konvertierungsschirmes mit dem GeIDocIOOO.
Die Bearbeitung und Auswertung von Daten erfolgt mit den Programmen CorelDraw7,
AdobePhotoshop, Excel und MolecularAnalyst (BioRad, Miinchen).
Kristallisationsansatzc werden unter dem Polarisationsmikroskop (Olympus SZHlO) mit einer




Kulturbedingungen fUr E. coli und S. cerevisiae
Escherichia coli
E. coli wird, wenn nicht anders angegeben, in Fllissigmedium (LB, dYT oder BHI) fur 12 bis
16 h bei 37°C im Schuttelinkubator bei 120 Upm angezogen oder auf Agarplatten bei 37°C
tiber Nacht inkubiert.
Saccharomyces cerevisiae
S. cerevisiae wird auf Agarplatten 2-4 Tage bei 30°C angezogen. Die Kultivierung in
Fllissigmedium (YP oder SC) erfolgt im Schuttelinkubator (200 bis 300 Upm) bei 30°C, bis
die gewiinschte Zelldichte erreicht ist.
2.4.2. Bestimmung der Zelldichte von bakteriellen bzw, Hefe-
Fliissigkulturen
Als relatives MaB fur die Zelldichte wird die Optische Dichte der Kulturen im Photometer
(UV-120-02, Shimadzu) bei 600 nm bestimmt (OD6oo), Bei S. cerevisiae entspricht eine




Die in diesel' Arbeit verwendeten Organismen sind in den Tabellen 2.1 und 2.2 beschrieben.
Tabelle 2.1.: Verwendcte Saccharomyces cerevisiae Stamme und Hue Eigenschaften
Stamm relevante genetische Marker ReferenzIHerkunft Paarungstyp
Fl1 cu2-3, 112, ura3-52, his3-b.200, suc2-b.9 iF.Becker, U.S.A. Mat 0:
SEY6210 leu2-3, 112, ura3-52, his3-b.200, trpl-b.901, F.Becker, U.S.A. Mat 0:
lys2-801, suc2-b.9 (Wilsbach & Payne, 1993)
YPH500 leuz-Al , ura3-52, his3-b.200, trp1-b.63, lys2-80, Stratagene Mat 0:
ade2-106
B12168 prcl-407, prbl-I122, pep4-3,leu2, trp l , ura3-52, YGSC, U.S.A. Mat a
gal2 (Jones, 1990)
BJ2407 prcl-407, prbl-1122, pep4-3,leu2, trpl, ura3-52, YGSC, U.S.A. Mat alo:
gal2 (Jones, 1990)
Tabelle 2.2.: Verwendete Escherichia coli Stamme und ihre Eigcnschaften
Stamm relevante genetische Marker Referenz Herkunft
DH50: F end/vl hsdR17 (rk-, mk+) sllpE44 thi-I X recAl Hanahan, 1985 TC
~yrA96 relAl deoR [lacZYA-argFj-Ul69 Biotechnology
(rp80dlacZDMl5) GmbH
MI5 F Nals Stl ri!, lac' ara gat mtl F recA lIvr Villarejo & Zabin , Qiagen
[pREP4] 1974
JM109 1e14-(McrA-) recAl eruiA] gyrA96 thi-I hsdRl7 Yanish-Perron et al., Stratagene
(rk-, mk+) sllpE44 relAl D (lac-proA[ F traD36 1984
'proAB lacfiZDMl5 )
XLI-Blue recAl gyrA96 endn l thi-I hsdR17 lac [F' pl'oAB lBullock et al., 1987 Istratagene
lacfiZDMl5 TillO(Tetr)}sllpE44 relAl
lrop lO FmcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) deoR llnvitrogen Irnvitrogen
rp80dlacZDMl5 DlacX74 recAl araD139 Dtara-
lell)7697 galU galK rpsl: end/sl nuptl
~3110 F' trpA23 xyl' glySL ~ill & Harnish, iLaborsammlung
1981
BL21::DE3 B F dcm ompT hsdS(rn' mn')gall (DE3) Studier & Moffat, ~ovagen
1986
BL21::DE3 B F dcm ompT hsdS(rn' mn')gall (DE3) [pLysS} Studier, 1991 ~ovagen
[pLysS]




Die kurzfristige Lagerung von Organismen erfolgt auf Agarplatten bei 4°C, die langfristige
bei -70°C wie im folgenden naher erlautert:
600 pl einer tiber Nacht in Selektionsmedium angezogenen Kultur werden mit 40 % (v/v)
sterilem Glycerin versetzt und bei -70°C eingefroren. Zum Ansetzen einer neuen Kultur wird
etwas gefrorene Substanz von der Oberflache abgekratzt und zur Anzucht auf einer Agarplatte
ausgestrichen oder in Fllissigmedium resuspendiert.
2.5. Uberexpression von Proteinen in E. coli: Kultur-
bedingungen, ZellaufschluB und Herstellung von klaren
Zellysaten
Kulturbedingungen
Die Anzucht und Expression erfolgt stets in Selektionsmedium, wobei Antibiotika in
Abhangigkeit Yom verwendeten Stamm und Expressionsvektor zugegeben werden. Die
Hauptkultur wird aus einer tiber Nacht Vorkultur auf eine OD60o von etwa 0,15 angeimpft und
bis zum Erreichen einer OD6oo von etwa 0,5 weiter inkubiert. Die Kultivierungstemperatur der
Hauptkultur liegt nach der Induktion zwischen 20°C und 37°C, je nach Experiment, und ist
im einzelnen angegeben. Die Induktion der Expression erfolgt in Abhlingigkeit des
verwendeten Expressionsvektors mit 0,05 mM-I mM IPTG (Endkonzentration) oder
0,2 ug/ml AHT (Endkonzentration). Die Induktionsdauer variiert je nach Versuch und ist
jeweils angegeben. Die Zellen werden durch IS min Zentrifugation bei 4 °C und 6000 Upm
geerntet, in etwa 1/100 Kulturvolumen Wasser resuspendiert, eventuell aliquotiert und nach
erneuter Sedimentation bei -70°C eingefroren und gelagert.
ZellallJschllljJ
Das gefrorene Zellpellet wird in 1/25 Kulturvolumen ZellaufschluBpuffer aufgetaut und
resuspendiert. Der ZellaufschluBpuffer ist im einzelnen angegeben und variiert je nach
Versuchsbedingungen, Die Zellsuspension wird auf Eis so lange mit 30 sek Pulsen einer
Ultraschallnadel (Labsonic L von Braun, kleine Nadel TUO) behandelt, bis der
ZellaufschluBgrad tiber 90 % Iiegt. Dies wird in regelmliBigen Abstlinden unter einem
Durchlichtmikroskop (Zeiss) kontrolliert.
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Herstellung von klaren Zellysaten (Uberstdnden)
Das Zellysat wird durch Zentrifugation bei 4°C, 20000 Upm (SS34 Rotor) von den
unloslichen Bestandteilen getrennt. Kleine Partikel und Schwebestoffe werden anschlieBend
mittels Filtration durch eine 0,45 11m Filtrationseinheit aus del' Losung entfernt (Qberstand 1).
Zur Reextraktion wird das Pellet in einem halben Volumen ZellaufschluBpuffer resuspendiert
und 5 mal 1 min auf Eis mit dem Ultraschallstab behandelt. Diese Suspension wiI'd ebenso
wie zuvor das Zellysat durch Zentrifugation und Filtration von unloslichen Bestandteilen
getrennt (Qberstand 2).
2.5.1. Herstellen von Proteinextrakten aus E. coli fiir analytische
Zwecke
Die Zellen einer 25 ml Kultur werden geerntet und in 1 ml ZellaufschluBpuffer resuspendiert.
Die Zellsuspension wird 3 mal 30 sek auf Eis sonifiziert (Labsonic L von Braun, kleine Nadel
TUO). AnschlieBend werden die unloslichen Bestandteile in einer Mikrozentrifuge bei 4 °C
ftir 15 min mit 13.000 Upm durch Zentrifugation abgetrennt. Das Pellet wird erneut in 1 ml
ZellaufschluBpuffer resuspendiert und wie oben beschrieben sonifiziert. Die Analyse del'
Ioslichen und unloslichen Fraktion (Uberstand und Pellet) erfolgt mittcls SDS-PAGE (2.8.1.).
2.5.2. Selektiver Aufschlu6 des Periplasmatischen Raums von E. coli
Die Zellen einer Expressionskultur werden durch Zentrifugation geerntet (6000 Upm, 4°C,
15 min) und das Pellet in lIlOO Kulturvolumen Fraktionierungspuffer (100 mM TrislHCl
pH 8,0, 500 ruM Saccharose, 1 ruM EDTA, 0,02 % (w/v) NaN3) resuspendiert. Die
Zellsuspension fur 30 min auf Eis inkubiert. Im Allgemeincn wird unter diesen Bedingungen
die liuBere Membran von E. coli zur Freisetzung del' loslichcn Komponenten des Periplasmas
ausreichend permeabilisiert. Zur Abtrennung del' entstandenen Spharoplasten wird die
Suspension wahrend 15 min bei 4°C und 13000 Upm in einer Mikrozentrifuge zentrifugiert.
Del' klare Uberstand wird vorsichtig abgenommen und in ein frisches EppendorfgefliB
iiberfiihrt. Del' periplasmatische Extrakt wird mittels SDS-PAGE (2.8.1.) und Westemblot
(2.8.3.) analysiert. Die Spharoplasten werden wie unter 2.5. beschrieben zur Herstellung von











Die Kulturbedingungen fur die Expression in S. cerevisiae wurden fur die Verwendung des
Stammes Fll optimiert (3.2.3.). Aufgeftihrt sind hier die auf Zellmasse optimierten und
verwendeten Bedingungen:
Die Hauptkulturen werden aus fast stationaren Vorkulturen (OD600 - 8 - 10) in
Minima1medium ohne Leucin auf eine OD600 von etwa 4 - 5 angeimpft. Dafur wird die
entsprechende Vorkultur mit dem gleichen Vo1umen frischen Minima1mediums ohne Leucin
gemischt und so auf sterile Ko1ben verteilt, daB maximal ein Dritte1 des Ko1benvo1umens
erreicht wird. Die Kulturen werden bei 200 Upm bis 300 Upm (je nach Inkubator) und 30°C
mindestens eine Stunde weiterinkubiert und anschlieBend die Expression induziert. Die
Induktion erfo1gt je nach Expressionsvektor durch Zugabe von 0,5 ruM CUS04
(Endkonzentration) oder 2 % Galaktose (Endkonzentration). Die Koh1enstoffquelle der Vor-
und Hauptku1turen richtet sich nach dem verwendeten Expressionsvektor. So wird bei
Induktion mit CUS04 stets Ga1aktose vcrwendct, bei Induktion mit Galaktose jedoch
Raffinose.
Die Induktionszeit betragt etwa 5 Stunden. Am Ende dieser Zeit ist die OD600 noch deutlich
unter 10 und die Kultur noch in der logarithmischen Phase (3.2.3.1.). Die tatsachlich erreichte
Zelldichte variiert je nach Expression und in Abhlingigkeit des exprimierten Proteins bzw. des
verwendeten Vektors. Die Zellernte erfo1gt durch Zentrifugation im KA-9000 Rotor bei 4 °C
und 6000 Upm fur 10 min. Die Zellpellets werden in 11100 Kulturvo1umen Wasser
resuspendiert, aliquotiert, erneut pelletiert und bei -70°C eingefroren und ge1agert.
Zellaufschlufl
Das gefrorene Zellpellet wird in mindestens 2,5 m1 Puffer 10/400 pro g Zellen aufgetaut und
resuspendiert. Dabei wird pro 50 m1 Losung eine Protease-Inhibitor-Tablette (Complete?",
Boehringer Mannheim) zugegeben. Je nach zu reinigendem Protein bzw. auszuftihrender
Chromatographie werden Tab1etten mit EDTA (Strep'I'ag- und GST-Fusionsproteine) oder
ohne EDTA (6His-Fusionsproteine) verwendet, Die Zellsuspension wird in einer auf Eis
vorgektihlten French-Press-Zelle aufgeschlossen. Es sind daftir 5 Durchgange in einer
20K Zelle (1000 psi), oder 3 Durchgange in einer 40K Zelle (1800 psi) erforderlich. Die
Geschwindigkeit des F1tissigkeitsaustritts aus der Druckzelle ist tiber das Aus1aBventil so
gerege1t, daB die Fltissigkeit nicht schneller als tropfend austritt. Der ZellaufschluBgrad wird
jeweils mit dem Durchlichtmikroskop (Zeiss) uberpruft, er liegt meistens zwischen 70 % und
90%.
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Herstellung VOIl klaren Zellysaten (Uberstdnden)
Das Zellysat wird durch Zentrifugation fur 30 min bei 4°C, 20000 Upm (SS34 Rotor) und
anschlieBender Zentrifugation fur 60 min bei 4°C, 35000 Upm im Ti70 Rotor von den
unloslichen Bestandteilen getrennt. Kleine Partikel und Schwebestoffe werden anschlieBend
durch Filtration durch eine 0,45 f.lm Filtrationseinheit aus der Losung entfernt. Zur
Reextraktion der unloslichen Zellbestandteile wird das Pellet in einem halben Volumen
ZellaufschiuBpuffer resnspendiert und 5 mal I min auf Eis mit dem Ultraschallstab behandelt.
Diese Suspension wird ebenso wie zuvor das Zellysat durch Zentrifugation und Filtration von
unloslichen Bestandteilen getrennt.
2.6.1. Zellaufschlu6 von S. cerevisiae mit Glasperlen nach
Spharoplastlerung
Die Zellen einer 5 ml Ubernachtkultur werden in der Megafuge bei 4°C, 6000 Upm fur 5 min
zentrifugiert, mit I mi SCE-Puffer gewaschen und in 500 ul SCE-Puffer mit I % (v/v)
p-Mercaptoethanol und 100 ug/ml Zymolyase aufgenommen. Das Gemisch wird bei 37°C
fur 15 bis 60 min inkubiert und die Bildung von Spharoplasten dabei regelmiiBig unter dem
Durchlichtmikroskop (Zeiss) uberpruft. Der Spharoplastensuspension wird ein Protease-
Inhibitor-Cocktail (2.3.1.) und ein halbes Volumen Glasperlen (sauregewaschen,
Durchmesser 0,425-0,600 mm, Sigma) zugefiigt. Das Gemisch wird mindestens 15 min bei
RT bewegt (Eppendorf-Mixer 5432), und das Zellysat anschlieBend wie unter 2.6.
beschrieben behandelt.
2.6.2. Herstellen von 'I'Ca-Oesamtzellextrakten aus S. cerevisiae fur
analytische Zwecke
2 mi einer Ubernachtkultur (OD600 zwischen 1 und 2) werden in der Mikrozentrifuge bei RT
fur I min mit 13.000 Upm zentrifugiert und die Zellen in 500 f.lI5 % (w/v) Trichloressigsaure
resuspendiert. Der Suspension wird ein halbes Volumen Glasperlen (saurcgewaschen,
Durchmesser 0,425 -0,600 mm, Sigma) zugefugt und das Gemisch mindestens 15 min bei RT
geschuttelt (Eppcndorf-Mixer 5432). Das Lysat wird abgenommen und die Glasperlen mit
250 ul 5 % (w/v) Trichloressigsaure gewaschen. Die vereinigten Lysate werden fur 15 min
auf Eis inkubiert. Die ausgefallten Proteine werden in der Mikrozentrifuge 10 min mit
13.000 Upm sedimentiert, mit 500 ul eiskaltem (-20°C) Azeton gewaschen und in 10 f.lI
3 M Tris, pH 8,8 und 100 ul Harnstoffprobenpuffer resuspendiert. Nach 5-miniitiger
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Samtliche Standardmethoden, die im Folgenden nicht beschrieben sind, wie Inkubation von
DNA mit Restriktionsenzymen und DNA-Ligationen werden nach Maniatis et al., (1982) oder
nach den Angaben des Herstellers del' verwendeten Enzyme oder Materialien durchgefuhrt,
Fur folgende Arbeiten wurden Materialien del' Firmen Qiagen oder BioRad nach
Herstellerangaben verwendet:
Plasmid-Preparation aus E. coli (:520 ug DNA): QIAprep Spin Miniprep Kit
Quantum Prep, Plasmid Miniprep Kit;BioRad
Plasmid-Praparation aus E. coli (:0;1 00 ug DNA): Qiagen Plasmid Midi Kit
Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen: QIAEX II Gel Extraction Kit
Reinigung von DNA nach enzymatischen Reaktionen: QIAquick Nukleotide Removal Kit
QIAquick PCR Purification Kit
2.7.2. Plasmide
Die in diesel' Arbeit fur Klonierung und Expression verwendeten Plasmide sind im folgenden
























Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Invitrogen, Groningen, Holland










Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgt im GeneQuant-Photometer
(Pharmacia) nach Anleitung des Herstellers.
2.7.4. Polymerase-Ketten-Reaktion (peR)
Die PCR wird zur in vitro Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten verwendet. Man bcnotigt
dazu zwei Primer, von denen der eine zum 3'-Bereich der gewilnschten Sequenz und del'
andere zum Gegenstrang des 5' -Bereichs komplementar ist. Dabei ist es zum einen moglich,
am 5'-Ende der Primer nicht komplementare Sequenzen anzuhangen, was z.B. das Einfuhren
neuer Restriktionsschnittstellen an den Enden der amplifizierten DNA ermoglicht, Zum
anderen konnen einige Nukleotide im mittleren Bereich des Primers ebenfalls nicht
komplementar sein, was den Austausch einzelner Basen ermoglicht (ortsspezifische
Mutagenese).
2.7.4.1. Reaktionsbedingungen
Fur die PCR - Amplifizierung wird ein Enzymgemisch aus den thermostabilen Enzymen
Taq-DNA-Polymerase und Pwo-DNA-Polymerase (Expand High Fidelity peR System,
Boehringer Mannheim) beziehungsweise Pfu-DNA-Polymerase (TaqPlus Precision PCR
System, Stratagene) verwendet. Dabei dient hauptsachlich die Taq-DNA-Polymerase del'
Amplifizierung, die Pwo- und die Pfu-DNA-Polymerase haben vornehmlich
Korrekturfunktion. Es wird del' jeweils mitgelieferte Reaktionspuffer verwendet.
Die Reaktionsansatze ohne Enzyme werden in 0,2 ml Reaktionsgefalsen auf Eis
zusammengegeben und fur 3-4 min auf 95°C erhitzt. Das Enzymgemisch wird zugegeben,
und die Reaktion im Thermocycler durchgefuhrt.
Reaktionsansatr:
Primer 1 (100 pmol/ul)
Primer 2 (100 pmol/ul)
Template (Plasmid)













Schritt 1: 1 min 95°C
Schritt 2: 1 min Annealing-Temperatur (Tm-4 "C)
Schritt 3: 1 min 72 °C
Schritt 4: gehe zu Schritt 2, 29 x
Schritt 5: bis zur manuellen Beendigung des Programms 4 °C
Tm = (Anzahl Basenpaare A:T zwischen Template und Primer) x 2
+ (Anzahl Basenpaare G:C zwischen Template und Primer) x 4
2.7.4.2. Reinigung von PCR- amplifizierten DNA-Fragmenten
Zur Reinigung der PCR-Produkte wird das Reaktionsgemisch in Agarosegelen (2.7.8.)
auf'getrennt, und die Produktbande aus dem Gel ausgeschnitten. Die weitere Aufreinigung
erfolgt mit dem QIAEX Gel Extraction Kit.
2.7.4.3. Klonierung von PCR-amplifizierten DNA-Fragmenten
Gereinigte PCR-Produkte werden nach Herstellerangaben mit einem del' unten aufgefliluten
Kits in die entsprechenden Vektoren zwischenkloniert.
Sure Clone Ligation Kit (Pharmacia) in die Smal-Schnittstelle von pUC18
PCR-Script (Stratagene) in die Srfl-Schnittstelle von pCR-Script Amp SK(+)
Zero Blunt PCR Cloning Kit (Invitrogen) in die Stul-Schnittstelle von pCR-Blunt
2.7.5. DNA-Sequenzierung (Cycle Sequencing)
Das Cycle Sequencing beruht wie die PCR auf wiederholten Zyklen von Denaturierung,
Primer Anheftung und Elongation. Je nach Lange des zu sequenzierenden DNA- Bereichs





Das GATC-System verwendet die Direkt Blotting Elektrophorese (Beck & Pohl, 1984).
Dabei wird wahrend des Gellaufs eine Transfermembran in engem Kontakt zur Gelunterkante
unter dem Gel entlanggefahren, wodurch es zum Transfer del' DNA-Banden auf die Membran
kommt.
DNA-Fragmente bis zu einer Lange von 400 bp konnen mit diesem GATC-System
sequenziert werden, Das Cycle Sequencing wird mit Thermo Sequenase (Amersham) und
dem GATC-BioCycle Sequencing Kit durchgeftihrt. Dabei erfolgt die Markierung durch
Einbau von Biotin-markierten Dideoxy-Nukleotiden. Uber diese Biotin-Markierung erfolgt
die Detektion del' DNA-Strange. Gelelektrophorese und Blotting erfolgen mit dem
GATC-1500-System, DNA-Sequencer. Es wird wie vom Hersteller angegeben verfahren,
2 flg Plasmid-DNA werden pro Extensions-Mix (20 ul Gesamtvolumen) in zehnfach
verdunntcrn TE eingesetzt. Die DNA wird gegebenenfalls wie unter 2.7.9. beschrieben mit
Pellet Paint konzentriert. Die Sequenzreaktionen wird in 0,2 ml Gefalien angesetzt, mit
Paraffinol tiberschichtet und im Therrnocycler mit folgendem Programm inkubiert:
Denaturicrung: 3 Minuten 95°C
30 Zyklen: 30 Sekunden 50°C
30 Sekunden 95°C
Final: 4 Minuten 60°C
2 fll von jeder Reaktion (6 fll Gesamtvolumen) worden auf das Gel (4 %iges Acrylamidgel,
32 ern lang) aufgetragen.
Zur Fixierung der DNA auf del' Blottingmembran wird diese getrocknet und mit UV-Licht
bestrahlt (1,6 Joule). Die kolorimetrische Detektion erfolgt im GATC-Tube nach
Herstellerangaben.
2.7.5.2. GroBe DNA-Fragmente, LJ-COR-System
DNA-Fragmente welche grober als 400 bp sind, werden mit dem LI-COR-System
sequenziert. Das Long Read-Verfahren ermoglicht es Fragmente von teilweise tiber 1200 bp
zu lesen.
Durchgeftihrt wird das Cycle Sequencing mit dem Amersham Thermosequenase Kit. Dabei
erfolgt die Markierung durch Verwendung von 1RD800-gekoppelten Oligonukleotiden. Uber
die Fluoreszenzmarkierung erfolgt die Detektion der DNA-Strange. Gelelektrophorese und
Detektion werden mit dem LI-COR 4200 Gene ReadlR durchgeftihrt. Die Reaktionen werden
nach Herstellerangaben angesetzt und mit Chill-Out-Wax (Biozym) tiberschichtet. 5,7 fll
Plasmid in Trispuffer (100 ng-150 ng DNA pro 1000 Nukleotide) wurden pro
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TemplatelPrimer-Premix (7 III Gesamtvolumen) eingesetzt. Die Sequenzreaktionen wurden in
0,2 ml Gefalsen im Thermoeyeler mit folgendem Programrn inkubiert:
Denaturierung: 2 Minuten 94°C
30 Zyklen: 40 Sekunden 94°C
40 Sekunden 50°C
60 Sekunden 70°C
Bis zur manuellen Beendigung 4 °C
Naeh Zugabe von 3 III Stoppuffer (Amersham) wird erneut fiir 2 min bei 70°C denaturiert.
Die Proben werden bis zum Probenauftrag unter LiehtabsehluB bei 4 °C gelagert. 1,5 ul von
jeder Reaktion (6 J.ll Gesamtvolumen) werden auf das Gel (4,6 %iges Aerylamidgel, 66 em
lang) aufgetragen. Die Detektion erfolgt zeitgleieh mit del' Elektrophorese mittels eines
Infrarotlasers bei 800 nm. Es wird mit del' Software Base ImageIR 4.0 ausgewertet.
2.7.6. Oligonukleotide (Primer)
Die Oligonukleotide werden von Eurogentee (Seraing, Belgien), MWG (Ebersberg) oder
GibeolBRL (Konstanz) bezogen. Zur Arrestinsequenz nicht-komplemcntarc Bereiche sind im
Zcichcnformat .fett" hervorgehoben, sie bezeiehnen Nukleotidaustauseh, Anhangen von
Sequenzen fiir Affinitiitspeptide oder Einftihrung del' Sequenzen von
Restriktionsschnittstcllen. Komplementare Bereiche zu Vektoren sind unterstrichen.
2.7.6.1. PeR·Primer
Als PCR-Primer werden hier Oligonukleotide bezeiehnet, welche die eodierende
Arrestinsequenz nicht verandern und lediglieh zur Modifikation del' Randbereiche dienen. Mit
diesen Primern werden Restriktionssehnittstellen hinzugefiigt, Protease-Sehnittstellen
eingefiigt oder Affinitatspcptldc angehangt,
#1 Arr-GSTX 5'CCG CTC GAG TCA CTC ATC CAT AGC CGC 3'
#2 Arr-GSTB 5'cGC GGA TCC ATG AAG GCC AAT AAG CCC 3'
#3 Arr-Str-X-2 5'GCT CTA GAT AAC GAG GGC AM AM TGA AGG
CCA ATA AGC CCG 3'
#4 Arr-Str-Eeo47-2 5' CAA GCG CTC TCA TCC ATA GCC GCC TCC 3'
#5 Arr-Str-EagIB 5'cGG CCG CAA AGG CAA ATA AGC CCG CAC C 3'
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#6 His-C-Arr 5'cGG AAT TCT CAA TGG TGA TGG TGA TGG TGC
TCA TCC ATA GCC GCC TCC TG3'
#7 Strep-C-Arr 5'CGG AAT TCT CAT TTT TCG AAC TGC GGG TGG
CTC CAG CTA GCC TCA TCC ATA GCC GCC TCC TG 3'
#8 Eco-C-Arr 5'CGG AAT TCT CAC TCA TCC ATA GCC GCC TCC TG 3'
#9 p44-C-Eco 5'CGG AAT TCT CAT GCA CTT TCC TTG GCG GTA TCT
GG 3'
#10 Strep-N-Arr 5'cGG AAT TCA TGG CTA GCT GGA GCC ACC CGC AGT
TCG AAA AAA AGG CCA ATA AGC CCG CAC c3'
#11 His-N-Arr 5'cGG AAT TCA TGC ACC ATC ACC ATC ACC ATA AGG
CCA ATA AGC CCG CAC C 3'
#12 Eco-N-Arr 5'cGG AAT TCA TGA AGG CCA ATA AGC CCG CAC C 3'
#13 His-Xa-N-Arr 5'CGG AAT TCA TGC ACC ATC ACC ATC ACC ATA TCG
AAG GTC GTA AGG CCA ATA AGC CCG CAC c3'
#14 N-GST-Thr-An' 5'CTG GTT CCG CGT GGA TCC ATG TCC CCT ATA CTA
GGT TAT TG3'
#15 N-Xho-Arr 5'GGT TCT CTA CTC GAG TGA TTG3'
#16 C-Eco-GST 5'GGA ATT CTC ATC AAT CCG ATT TTG GAG GAT GGT C 3'
#17 C-Arl'-Thr-GST 5'GGA TCC ACG CGG AAC CAG CTC ATC CAT AGC CGC
CTC C 3'
2.7.6.2. Sequenzierungsprimer
Als Sequenzietungsprimer werden hier Oligonukleotide bezeichnet, die fur die Sequenzierung
von DNA verwendet wurden. Je nach verwendcter Sequenziermethode sind die
Oligonukleotidemit dem Farbstoff IRD800 gekoppelt.
#1 pASK-FOl'ward 5' AGA CAG CTA TCG CGA TTG CA3'
#2 pASK-Backward 5'CGC AGT AGC GGT AAA CG 3'
#3 Seq Universal 5' GTA AAA CGA CGG CCA GT3'
#4 Seq Reverse 1 5'CAG GAA ACA GCT ATG Ac3'
#5 Arr-Rev-BsmII 5'GCG CGT GCT GTA CCT TC 3'
#6 Arr-Rev-Bsm 5'GTG GAA GAG GAC AAA ATT C 3'
#7 IRD-pYEX-BX-fwd5' CAT ATA GAA GTC ATC GA3'
#8 IRD-pYEX-BX-rev 5' TTT GCA GCT ACC ACA TT 3'
#9 lRD800-revers 5'GGA AAC AGC TAT GAC CAT G 3'




5'GGC CTC TTC GCT ATT ACG c3'
5'GGC ACC CCA GGC TTT ACA c3'
2.7.6.3. Mutageneseprimer
Als Mutageneseprimer werden hier Oligonukleotide bezeichnet, welche zur Mutation der
kodierenden Arrestinsequenz Verwendung fanden.
#1 S60C-Arr rev 5'CGT CAG ACA CAC GTA CAC TCT C 3'
#2 S169C-Arr rev 5'CGC ACG CAG CTC TTC TTG GG3'
#3 V244C-Arr-fwd 5'GCA ATG TAC CAA CGT GGT TCT CTA C 3'
#4 P352C-Arr-fwd 5'GTG TGT TTC CGC CTC ATG CAT CCC CAG3'
#5 C1S-Arr-rev 5'GCG GAA GGC AGA CGT CAG AGA CAC G 3'
#6 C2,3S-Arr-fwd 5' CCT CTT CGG TGA TGC TGC AGC CAG CTC CGC AAG
ATG TGG GCA AGA GCT CTG GGG TCG ACT TTG AG3'
#7 S60C-Arr-fwd 5'GAG AGT GTA CGT GTG TCT GAC G3'
#8 S169C-An-fwd 5' CCC AAG AAG AGC TGC GTG CG3'
#9 V244C-Arr-rev 5'GTA GAG AAC CAC GTT GGT ACA TTG C 3'
#10 P352C-Arr-rev 5'CTG GGG ATG CAT GAG GCG GAA ACA CAc3'
2.7.7. Mutagenese des Arrestingens
Die Mutagenese des Arrestingens erfolgt in Abhangigkeit von der jeweiligen Problematik und
del' zur Verfiigung stehenden Technik mittels einer, del' im Folgenden beschriebenen
Strategien.
A.: Falls die zu mutierende Stelle in del' Nahe einer verwendbaren Restriktionsstelle liegt,
wird eine PCR mit einem Mutagenese- und einem PCR-Primer durchgefiihrt.
B.: Falls die zu mutierende Stelle relativ nab am Anfang oder am Ende des Arrestingens
liegt, erfolgt zunachst eine PCR mit einem Mutagenese- und einem PCR-Plimer. Das
gereinigte PCR-Produkt wird anschlieBend in einer Folge-PCR als Primer eingesetzt, als
Gegenprimer wird der entsprechende PCR-Primer des anderen Gen-Endes verwendet. Die
Annealing-Temperatur richtet sich dabei nach dem Gegenprimer.
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C.: Falls die zu mutierende Stelle mittig im Arrestingen liegt, oder in HUlen, in denen die
unter B. beschriebene Strategie fehlschlagt, wird foIgendes Vorgehen angewendet: Der
Mutageneseprimer wird in doppelter Ausfertigung, d.h, komplementar zu beiden
DNA-Strangen erstellt, und zwar in der Weise, daB sich aus dem komplementaren Bereich
eine optimale Annealing-Temperatur ergibt. Es werden dann zwei parallele PCR-Reaktionen
angesetzt, die eine mit dem 5'-PCR-Primer und dem entsprechenden ersten
Mutageneseprimer, die andere mit dem 3'-PCR-Primer und dem entsprechenden zweiten
Mutageneseprimer. Die Produkte beider Reaktionen werden in einem AgarosegeI
elektrophoretisch aufgetrennt und als Template in einer abschlieBenden PCR eingesetzt.
Dabei gentlgt die Zugabe winziger Agarosestiicke (die PCR-Produkte enthaIten) zum
Reaktionsansatz. AIs Primer werden die entsprechenden, zuvor eingesetzten PCR-Primer
verwendet,
2.7.8. Agarosegelelektrophorese
Die Agarose wird in TAE-Puffer in del'Mikrowelle aufgekocht und mit 7,5 ul einer 10 mglmI
Ethidiumbromidlosung pro 100 ml Agaroselosung versetzt. Die Agaroselosung kann mehrere
Tage bei 60°C aufbewahrt werden.
2.7.9. Konzentrieren von DNA mit Pellet Paint
Zum Konzentrieren wird die DNA mit Isopropanol oder Ethanol unter Verwendung von
Pellet Paint (Novagen) gefallt. Der rote Glycofarbstoff, der mit del' DNA assoziiert, macht die
DNA-Pellets sichtbar und verfestigt sie. Die Fallung erfolgt nach Herstellerangaben, die DNA
wird anschlieBend in Wasser oder Puffer (10 mM oder 1 mM Tris/HC1, pH 8,5) resuspendiert.
2.7.10. Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA
Fur die Transformation von E. coli werden kompetente Zellen nach del' Rubidiumchlorid-
Methode, einem modifizierten Protokoll nach Hanahan (frozen storage III) (1983, 1985)
hergestellt. Zur Transformation werden jeweiIs 10 ng-200 ng Plasmid-DNA im
Ligationsansatz bzw. 1 ng reines Plasmid verwendet.
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2.7.11. Transformation von S. cerevisiae mit Plasmid-DNA
Es wird eine modifizierte Lithiumacetat-Methode nach Schiestl & Gietz (1989) durchgefiihrt.
100 m1 einer Kultur in YPD werden bei 30°C bis zu einer OD6OQ von 0,3 bis 0,7 angezogen.
Die Zellen werden dreimal mit 50 ml und zweima1 mit 1 ml sterilem Wasser, anschlieBend
zweima1 mit 1 m1 TE-IiAc Losung gewaschen. Sie werden in 1 ml TE-IiAc aufgenommen.
Zur Transformation werden jeweils 50 III der transformationskompetenten Zellen mit 300 III
TE-LiAc-PEG-LOsung versetzt und nach Zugabe von etwa l ug Plasmid-DNA unter leichtem
Schtitteln 30 min bei 30°C inkubiert. Nach 20-minlitiger Inkubation bei 42°C werden die
Zellen sedimentiert, zweimal mit 1 ml sterilem Wasser gewaschen und in 500 III sterilem
Wasser resuspendiert. 200 III und 300 III der Zellen werden auf SC-Agarplatten mit Glukose





Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfo1gt mittels
diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) in vertikalen
Gelapparaturen (2.1.). Filr das Trenngel wird eine Acrylamidkonzentration von 12 % (w/v)
bzw. 15 % (w/v) und ftir das Sammelgel von 3,8 % (w/v) eingesetzt. Sammel- und Trenngel
werden entsprechend der im folgenden aufgeftihrten Angaben angesetzt und die
Po1ymerisation jeweils durch Zusatz von 0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat in Wasser
gestartet. Die Proteinproben werden, je nach zu ladendem Volumen, mit entsprechender
Menge 2-fach konzentriertem SDS-Probenpuffer bzw. 5-fach konzentriertem
Harnstoffprobenpuffer versetzt. Pellets werden in l-fach konzentriertem SDS-Probenpuffer
aufgenommen. Unmittelbar vor dem Laden des Gels werden die Proben 5 min bei 95°C
denaturiert.
Trenngel:
12/15,0 % (w/v) Acrylamid
0,4 % (w/v) Bisacrylamid
0,1 % (v/v) TEMED
in Trenngelpuffer
Sammelgel:
3,8 % (w/v) Acrylamid
0,1 % (w/v) Bisacrylamid
0,1 % (v/v) TEMED
in Sammelgelpuffer
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Die elektrophoretische Trennung erfolgt bei konstanter Spannung (je nach Gelgrofse und
Herstellerangaben), bis das im Probenpuffer enthaltene Bromphenolblau das Ende des
Trenngels erreicht. AnschlieBend wird das Gel gefarbt oder die Proteine im
Westernblotverfahren auf Membranen transferiert (2.8.3.).
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit anschlieBendem Westernblotting fur
N-terminale Sequenzierung wird nach Schagger & von Jagow, (1987) wie beschrieben
durchgefuhrt, Dabei wird der Geltyp 10 % T, 3 % C eingesetzt (T=Konzentration von
Acrylamid und Bisacrylamid, CeAnteil von Bisacrylamid von T). Vor dem Probenauftrag
findet ein Vorlauf des Gels (ohne Proben) von 5 min statt.
2.8.2. Farben von Proteinbanden in SDS-Polyacrylamid-Gelen
Zur Farbung von Proteinbanden in SDS-Gelen wurden in dieser Arbeit folgende Methoden
angewandt: Coomassie- (Serva), Sypro-Orange- (BioRad) oder Silberfarbung (Roti-Black,
Roth) .
2.8.2.1. Silberfiirbung mit Roti-Black
Die Farbung wird entsprechend den Herstellerangaben (Roth) durchgeftihrt.
2.8.2.2. Fiirben mit Coomassie-Fiirbeliisung
Das Gel wird fur 5 min in Coomassie-Farbelosung gefarbt. Nicht gebundener Farbstoff wird
mit 10 % (v/v) Essigsaure ausgewaschen.
2.8.2.3. Coomassie-Fiirbung mit GelCode
Das Gel wird 3 mal fur 10 min in 100 ml Wasser geschwenkt und anschlieBend mit
GetCcde-Losung (7,5 ml pro Minigel) fur I h bis 12 h inkubiert. Durch abschlieBende





Das Gel wird 1 h in einer 0,02 %igen (v/v) Losung von Sypro-Orange in Westernblot-Puffer
im Dunkeln gefarbt. Dann wird kurz mit Westernblot-Puffer gewaschen. Das Visualisieren
der Proteinbanden erfolgt unter UV-Licht,
2.8.3. Westernblotanalyse
Zur immunochemischen Detektion von Proteinen im Westernblotverfahren
(Kyhse-Anderson, 1984) werden die Proteine nach Auftrennung im SDS-Polyacrylamid-Gel
elektrophoretisch auf Membranen itbertragen. Der spezifische Nachweis von Proteinen erfolgt
tiber Antikorper bzw. Konjugate (2.8.3.4.).
2.8.3.1. Transfer von Proteinen auf PVDF-Membran
Del' Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamid-Gelen erfolgt im "semi-dry"-Verfahren
(Transferkammer der Firma Hoelzel) auf PVDF-Membran (Immobilon P, Millipore;
PolyScreen, NEN). Die Membran und 6 Lagen 3MM Whatman Papier werden auf Trenngel-
GroBe zugeschnitten. Die PVDF-Membran wird vor dem Transfer zunachst mit Methanol
benetzt und anschlieBend, wie auch das Whatman Papier, in Blot-Puffer getrankt, Das
Trenngel aquilibriert 1 min in Blot-Puffer. Die Graphitplatten der Transferkammer werden
gut mit Blot-Puffer befeuchtet und die einzelnen Lagen wie folgt luftblasenfrei geschichtet:
Kathode (- Pol)
3 Lagen Whatman Papier
Trenngel
Transfermembran
3 Lagen Whatman Papier
Anode (+ Pol)
Der Transfer erfolgt entsprechend den Membran-Herstellerangaben in Abhangingkeit von der
Blotgrofre bei konstanter Stromstarke. AnschlieBend wird die Blotmembran zur
Visualisierung del' transferierten Proteine mit Poncean S-LOsung gefarbt. Nicht gebundener
Farbstoff wird mit Wasser abgewaschen. Durch mehrmaliges Waschen der Membran in TBS





Die Membran wird 1 h bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 4 DC mit 10 % (w/v)
Magermilchpulver in TBS abgesattigt, Die Inkubation mit Primarantikorper oder Konjugat in
10 % (w/v) Magermilchpulver in TBS erfolgt fur 1 h bei Raumtemperatur oder bei 4 DC tiber
Nacht. Die Membran wird 2x mit TBS-T und Ix mit TBS fur je 10 min bei Raumtemperatur
gewaschen. Die Inkubation mit Sckundarantikorper erfolgt in 5 % (w/v) Magermilchpulver in
TBS fur I h bei Raumtemperatur oder liber Nacht bei 4 DC. Die Membran wird wie nach
Inkubation mit dem ersten Antikorper gewaschen.
Wenn das SA-AP-Konjugat gegen den StrepTag eingesetzt wird, erfolgt die Absattigung der
Membran nach Herstellerangaben mit Roti-Block (Roth). Das Konjngat wird in TBS verdunnt
eingesetzt. Nach Inkubation mit dem SA-AP-Konjugat wird kolorimetrisch durch Zugabe von
7,5 % (w/v) Nitrotetrazoliumblau in 70 % (v/v) Dimethylformamid und von 5 % (w/v)
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat in Dimethylformamid detektiert (Blake et aI., 1984).
Zur Chemolumineszenz-Detektion tiber Peroxidase werden die Substrate Super Signal oder
Super Signal Ultra (Pierce) nach Herstellerangaben eingesetzt. Rontgenfilme (XAR oder
Biomax-Ml.; Kodak) werden je nach Leuchtintensitat 10 sek bis tiber Nacht exponiert. Die
Filme werden nach Herstellerangaben mit Losungen der Firma Kodak entwickelt.
2.8.3.3. "Strippen" von Westernblots
Nach Chemolumineszenz-Detektion ist anschlieBend ein "Strippen" der Membran und
erneute Inkubation mit Antikorpern moglich, Zum Strippen wird der Blot 2 mal 30 min bei
50 DC in Stripping-Losung unter leichtem Schwenken inkubiert. Es wird 2 mal mit TBS-T
und 1 mal mit TBS gewaschen, wie oben beschrieben abgesattigt und mit Antikorperlosungen
inkubiert.
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2.8.3.4. Verwendete Antikilrper und Konjugate
Die in diesel' Arbeit verwendeten Primar- und Sekundarantikorper sowie Konjugate sind in
den Tabellen 2.3. bis 2.5. aufgelistet.
Tabelle 2.3.: Primarantikorper
Name Antigen I Epitop Eigenschaft Herkunft Verwendung
anti GST Glutathion-S- polyklonal, Ig aus Pharmacia 1:1000
Transferase Ziege
anti Arrestin Arrestin polyklonal, Ig aus 1. Weyand 1:1000,1:500
Kaninchen
F4C1 AS 42-48 aus monoklonal aus L. Donoso 1:1000,1:500
Arrestin Maus
A2G5 AS 360-368 aus monoklonal aus L. Donoso 1:1000
Arrestin Maus
D9F2 AS 360-368 aus monoklonal aus L. Donoso 1:1000
Arrestin Maus
A9C6 AS 376-386 aus monoklonal aus L. Donoso 1:1000
Arrestin Maus
S6H8 AS 40-50 aus monoklonal aus J.P. Faure 1:1000
Arrestin Maus
S7D6 AS 40-50 aus monoklona1 aus J.P. Faure 1:1000
Arrestin Maus
S8D8 AS 40-50 aus monoklonal aus J.P. Faure 1:1000
Arrestin Maus
AH2FI Arrestin monoklonal aus J.P. Faure 1:1000
Maus
SekundarantikbrperTabelle 2 4 .. .
Name Antigen I Epitop Eigenschaft Herkunft Verwendung
anti Ziege IgG aus Ziege polyklonal, Ig aus Kaninchen, Sigma 1:10000,
Peroxidase konjugiert 1:20000
anti Maus IgG und IgM aus polyklonal, Ig aus Ziege, Pierce 1:10000,
Maus Peroxidase konjugiert 1:20000
anti IgG aus Kaninchen polyklonal, IgG aus Ziege, Sigma 1:10000,




Name Antigen / Eigenschaft Herkunft Verwendung
Epitop ,
SA-AP-Konjugat StrepTag / Biotin Streptavidin an GATe 1:4000
Alkalischer Phosphatase
Anti-poly-Histidin, poly-Histidin monoklonal, IgG2a aus Sigma 1:5000
Peroxidase Konjugat Maus, Peroxidase Konjugat
Niihere Angaben zu den verwendeten Primarantikorpcrn (Tab. 2.3.) sind zu finden in:
Donoso et al., 1985; Knospe et al., 1988; Knospe et 'al., 1989; Gregerson et al., 1989;





Es wird nach Bradford (1976) der BioRad-Microassay nach Herstellerangaben durchgefuhrt,
Ais Standard fur die Eichkurve wird eine BSA-StammlOsung mit einer Konzcntration von
2 mg/ml (Pierce) verwendet.
2.8.4.2. UV-VIS Spektroskopie
Die Bestimmung der UV-VIS-Absorption erfolgt mit dem UV2101PC-Photometer
(Shimadzu). Proteinkonzentrationen worden libel' das Lambert-Beer' sche Gesetz errnittelt:
c = A / e d c = Konzentration (molll)
e = molarer Extinktionskoeffizient (molicm")
d = Schichtdicke der Kuvette
A = Absorption
Bei Proteingemischen wurde folgende, allgemeine Niiherung zur Konzentrationsberechnung
verwendet: A 280 = 0,66 == 1 mg/ml
FUr Arrestinproben wird zur Berechnung ein Extinktionskoeffizient von eo,! = 0,638
(bei 278 nm, Palczewski et al., 1992b) und ein Molekulargewicht von 45317 Da
(Buczylko & Palczewski, 1993) zugrunde gelegt,
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Die Ermittlung von Rhodopsinkonzentrationen erfolgt dureh Absorptionsmessungen bei
500 nm. Zuvor wird das Membranprotein in 0,1 % (w/v) Emulphogen in Wasser verdunnt und
solubilisiert. Die Probe wird zunachst im Dunkeln und dann naeh 15 min Beliehtung
(Tageslieht) erneut vermessen. Die Differenz del' beiden MeBwerte dient zur Bereehnung des
unbeliehteten Rhodopsinanteils im Grundzustand. Nul' diesel' Anteil ist interessant, da nur
diese Moleklile flir Beliehtungsexperimente zur Verfligung stehen. Es wird zur Bereehnung
ein molarer Extinktionskoeffizient von e = 40600 mor!em'! (Wa1d & Brown, 1953)
verwendet.
2.8.5. Umpuffern und Konzentrieren von Proteinen
Das Umpuffern von Proteinen erfo1gt naeh Herstellerangaben unter Verwendung von
sogenannten Entsalzungssaulen (PD-IO Saulen, Pharmaeia oder Eeono-Pae 10DG-Saulen,
BioRad). AnsehlieBend wird die Proteinlosung unter Verwendung von
Ultrafiltrationseinheiten (2.2.) konzentriert. Die Auswahl del' Ultrafiltrationseinheit erfo1gt
naeh dem Volumen del' zu konzentrierenden Proteinlosung und naeh del' GroBe des Proteins.
Die Ultrafiltration wird bei 4 °C oder 10 °C naeh Herstellerangaben durehgeflihrt. Dureh
wiederholtes Konzentrieren und Verdunnen mit einer anderen Losung ist aueh bei del'
Ultrafiltration ein Umpuffern von Proteinen moglich.
2.9. Affinitatschromatographie
Die Affinitatschromatographie beruht auf dem folgenden Prinzip:
Ein biospezifiseher Ligand ist kovalent an das Chromatographiemateria1 - die Matrix -
gebunden. Das zu reinigende Protein besitzt entweder natlirlieh (aufgrund seiner
bioehemisehen Eigensehaften) oder libel' genteehniseh fusionierte, sogenannte "Tags" oder
Affinitatspeptidc, eine starke Affinitat zum immobilisierten Liganden. Unspezifiseh an die
Matrix gebundene Proteine konnen dureh Wasehen entfernt werden, die Elution erfolgt dureh
Kompetition mit dem freien Liganden.
Durchfiihrung
Das hier beschriebene allgemeine Verfahren wird flir alle rekombinanten Fusionsproteine von
Arrestin verwendet. Die jeweils eingesetzten Saulenmaterialien, Puffer und entspreehenden
Volumina sind in del' Tabelle 2.6.. aufgelistet.
Tabelle 2.6.: Zusammenstellung der verschiedencn affinitatscbromatograpbischen Reinigungsverfabren
t
Protein Expressions- ZelIaufschluJl puffer Waschpuffer 1 Waschpuffer 2 Elutionspuffer Eluate- Regenera- Saulenrnaterial
organismus /Volumen /Volumen /Volumen Fraktions- tionspuffer /Volumen
volumen /Volumen
GST-Arrestin E. coli Arrestin-Puffer oder PBS Arrestin-Puffer oder PBS -30 roM Ghrtathion in 10m! 6MGuQ. Glutathion-Sepharose
oder Wasser odcr Wasser, 700 ml Arr cstln-Puffcr oder PBS 100 rn1 4E,
bzw, cccr Wasser. 50 ml 20m!
Arrestin-G'ST S. cerevisiae Puffer 10/400 Puffer 10/400, 200 ml Puffer 10/800, 500 ml -30 m.\1 Glutathion in
Puffer 10/800. 50 ml
MRGS-.6His- E. coli His-Bmdungspuffer His-Bindungspuffer, 200 ml His-Wasohpuffer, 700 mI _IA Hls-Elutionspuffet. lOml His-Strippuffer. Chelating Sepharose
Arrestin 50m! 15 m! 100 mI Fast Row, 20 ml,
bzw. 6 M GuCl,100 ml geladen mit 50 roM
Arrestin.6His S. cerevisiae Puffcr 10/400 Puffer 10/400,200 nil His-Waschpuffer, 700 m1 -His-Elutionspuffer, 15 ml NiSOo;
Arrestin- E. coli Puffer W Waschpuffcr W, 20 ml Elutionspuffer E, 3 ml 0.5 ml 6M GuCl, 5 m1 Strcptavidin-
StrepTagI Sepharose. 0,5 ml
Arrestin- S. cerevisiae Puffer 10/400 Puffer 10/400, 200 ml Puffer 101800, 500 rn1 Strep-Elutionspuffer, 20 mI O,5ml Srrep-Regenera- StrepTactin-
StrepTagJI tionspuffer.lO ml Sepharose. 4 011






Die Reinigung erfolgt bei RT unter Schwerkraftfluls, als Saulenkorper wurden Econo-Saulen
(BioRad) verwendet. VOl' dem Probenauftrag werden die Affinitatssaulen mit
5 Saulenvolumcn ZellaufschluBpuffer iiquilibriert.
Erster und zweiter Uberstand (2.5., 2.6.) werden auf Eis gekiihlt und nacheinander mit einer
FluBrate von etwa 0,5 bis 1 ml/min auf die Saule aufgegeben. Bei Reinigung von
Arrestin-Strep'I'agll werden die Uberstande zuvor 1 h bei 4 °C mit 151lglml Avidin inkubiert.
Unspezifisch gebundene Proteine werden durch Waschen der Saule bei jeweils maximal
moglicher FluBrate entfemt. Die Elution des gebundenen Fusionsproteins erfolgt bei
0,5 ml/min mit Elutionspuffer. Eluatfraktionen sowie alle ubrigcn Fraktionen wie Uberstande,
Saulendurchlauf der Probenaufgabe und Saulcndurchlauf der Waschschritte wurden mittels
SDS-PAGE (2.8.1.) (und/oder Westernblot, 2.8.3.) analysiert. Die Elutionseffizienz wurde
durch Analyse einer Matrixprobe aus der Saule ebenfalls mittels SDS-PAGE uberpruft.
Proteinhaltige Eluate wurden sofort mit Entsalzungssaulen zur Entfernung von Glutathion
bzw. Desthiobiotin bzw, Diaminobiotin bzw. Imidazol umgepuffert (2.8.5.) und anschlieBend
konzentriert. Das Umpuffem erfolgt fur anschlieBende Kristallisation in den Puffer 10/800,
oder zur Verwendung in Zentrifugations-Bindungs-Assay in den Puffer 10/100.
Regeneration und Lagerung von Sal/len
Das Saulenmaterial wird nach jeder Verwendung mit den in der Tabelle 2.6. angegebenen
Puffern regeneriert, mit Wasser aquilibriert und in 20 % Ethanol gelagert.
Affinitatschromatographie all Immobilisierten Metallionen (Immobilised Metal Affinity
Chromatography, IMAC )
Im Unterschied zur klassischen Affinitatschromatographic ersetzt bei dem IMAC-Verfahren
ein Chelatkomplex den biologischen Liganden. Die Bindung des zu reinigenden Proteins an
das immobilisierte Metallion erfolgt tiber dessen freie Valenzen. Das Komplex-gebundene
Metallion seinerseits wird tiber einen hydrophilen Spacer kovalent an der Oberflache der
chromatographischen Matrix fixiert. Vor allem Histidin-haltige Molekiile zeigen eine
spezifische Affinitat fur derart immobilisierte Metallionen. Diese Eigenschaft wird bei der
Herstellung rekombinanter Molekiile ausgenutzt. Auf diese Weise konnen selbst solche




Spaltung von GST-Fusionsproteinen durch die Protease
Thrombin
A.: Die proteinhaltigen Eluate werden vereinigt, mit del' Protease Thrombin versetzt und
inkubiert. AnschlieBend wird zur Entfernung des freien Liganden Glutathion das Gemisch in
Elutionspuffer ohne Glutathion (Tab. 2.6.) umgepuffert, und erneut auf eine Glutathion-
Sepharose Saule geladen. Es wird mit einem Saulenvolumcn des gleichen Puffers gesptilt, Del'
Saulendurchlauf enthalt das Arrestin und wird gegebenenfalls erneut umgepuffert und
anschlieBend konzentriert (2.8.5.).
B.: Das Fusionsprotein GST-Arrestin wird an die Affinitatssaule gebunden und dort mit
Thrombin inkubiert, Nach erfolgreicher GST-Abspaltung hat das Arrestin keine Affinitat
mehr zum Glutathion des Saulenmaterials und kann durch Sptilen del' Saule mit Puffer
(siehe A) eluiert werden, Ungeschnittenes Fusionsprotein und GST bleiben an das
Saulenmaterial gebunden. Das abgespaltene Arrestin befindet sich im DurchfluB und wird
umgepuffert und anschlieBend konzentriert.
Thrombinmenge, Temperatur und Inkubationsdauer sind bei den Experimenten
unterschiedlich und werden jeweils angegeben.
2.9.2. Anionenaustausch-Chromatographie mittels FPLC
Die Methode del' Anionenaustausch-CIu'omatographie an einer Mono-QcSaulc wird zur
Trennung von GST und Arrestin nach del' Spaltung von GST-Arrestin Fusionsprotein aus
E. coli verwendet. Die Chromatographie wird wie von 1. Weyand (Dissertation, 1988)
beschrieben unter Benutzung einer FPLC-Anlage von Pharmacia bei RT durchgeflihrt.
2.10. Praparation von Proteinen aus Rinderaugen
2.10.1. Praparation von Stabchenauflensegmenten (ROS)
Die ROS Praparation aus dem Rinderauge wird, wie von Wilden & Kuhn (1982) beschrieben,
folgendennaBen durchgefuhrt:
Fur Saccharose-Gradienten werden 17 ml Saccharoselosung mit einer Dichte von
p =1,145 g/ml in Zentrlfugenrohrchen eingeftillt und mit 18 ml Saccharoselosung einer
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Dichte von p = 1,125 g/ml ttberschichtet. Die Gradienten werden bis zur Verwendung bei
o°C gelagert. Die folgenden Arbeitsschritte erfolgen bei Rotlicht!
Frisch isolierte Retinae (meist etwa 100-300 Stuck, isoliert von Frau A. Cousin) werden in
0,8 ml bis 1 m148 % Saccharose-Puffer pro Retina gesammelt und 1,5 min kraftig geschtittelt,
Dabei brechen die Stabchenaufiensegrnente am Cilium von den Innensegmenten abo Del'
entstandene Retinabrei wird auf 40 ml - Zentrifugenrohrchen aufgeteilt und 5 min bei 4 °C
mit 7000 Upm (Rotor JA20) zentrifugiert. Del' Uberstand wird durch einen Mullfingerling
filtriert und anschlieBend mit dem gleichen Volumen 0,3 M KCl-Puffer versetzt. Es folgt eine
Zentrifugation bei 4 °C fur 7 min und mit 5000 Upm (Rotor JA20). Del' Uberstand wird sofort
und schnell abgegossen. Jedes Pellet wird mit 1,5 ml Saccharoselosung (p = 1,10 glml)
versetzt und zunachst durch vorsichtiges SchUtteln gelost, evtl. wird ein Glasstab zu Hilfe
genommen. Die Suspension wird einige Male vorsichtig mit Hilfe einer Spritze oder Pipette
homogenisiert. Urn die Stabchenaufsensegmente von Verunreinigungen zu trennen, werden
die suspendierten, vereinigten Pellets vorsichtig auf die Saccharose-Gradienten aufgetragen.
Es folgte eine Zentrifugation von 1h bei 4°C mit 13000 Upm (Rotor JS-13). Die
Stabchenaubensegrnente reichern sich im Ubergang von del' mittleren in die obere
Grenzschicht an und werden vorsichtig durch Aspiration gesammelt. 1 ml diesel'Losung wird
flir eine Rnodopsin-Bestimmung abgenommen, das Gesamtvolumen wird fur die Bestimmung
del' Ausbeute dokumentiert. 1;.1 des Volumens 0,3 M KCl Puffer wird hinzugefiigt, das
Gemisch auf Zcntrifugenrohrchcn verteilt und die ROS durch Zentrifugation bei 4 °C fUr
15 min mit 15000 Upm (Rotor JA20) pelletiert. Del' Uberstand wird verworfen. Die
Zentrifugcnrohrchcn mit den ROS-Pellets werden zwecks LichtabschluB doppelt mit Alufolie
eingewickelt und bei -70°C gelagert.
2.10.2. Herstellung gewaschener, nativer ROS-Membranen (W-ROS)
Alle Arbeitsschritte werden bei Rotlicht durchgefuhrt. Ein ROS-Pellet wird aufgetaut und in
1 ml l OmM HEPES pH 7,5 pro mg Rhodopsin aufgenommen, d.h. 1 ml Puffer auf die Menge
ROS, die 1 mg Rhodopsin entspricht. Die Membranen werden durch Zentrifugation bei 4 °C
fur 1 h bei 35000 Upm in del' Ultrazentrifuge pelletiert, Dies wird noch 3 mal wiederholt. Die
Membranen werden in einem, die Zielkonzentration einstellenden, Volumen von 10 mM
HEPES, 120 mM KCl, pH 7,2 resuspendiert und in schwarze EppendorfgefaBe aliquotiert.
Die EppendorfgefiiBe werden abschlieBend noch mit Aluminiumfolie umwickelt. Die W-ROS
werden bei -70°C eingefroren und gelagert.
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2.10.3. In vitro Phosphorylierung von nativen ROS-Membranen (PMBs)
Diese Methode ist ein modifiziertes Protokoll nach Wilden (1995). Del' erreichte
durchschnittliche Phosphorylierungsgrad del' so hergestellten PMBs liegt erfahrungsgemiiB
bei 5-6 Phosphatresten pro Rhodopsinmolekiil (U. Wilden, pel's.Mitteilung).
Es wird bei Rotlicht gearbeitet. Ein ROS-Pellet wird in etwa l/3 Volumen pro mg Pellet
Puffer 1 in einem Glas/Teflon Homogenisator resuspendiert. Es folgt eine Zentrifugation irn
SS34-Rotor bei 4°C und 20000 Upm fur 20 min. Del' Uberstand wird vorsichtig
abgenommen und auf Eis gelagert, Das Pellet wird nun zweimal mit 1 ml pro mg Pellet
Puffer 2 gewaschen, die Zentrifugation erfolgt im SS34-Rotor bei 4°C und 20000 Upm fur
40 min. Zur Gewinnung von G-Protein und PDE (Transducin und Phosphodiesterase) kann
das Pellet mit 1/5 des vorherigen Volumens Puffer 3 extrahiert werden, die Zentrifugation
erfolgt wie beschrieben. Del' hier anfallende Uberstand enthalt G-Protein und POE und kann
mehrere Monate bei -70°C gelagert werden. Das gewaschene und extrahierte ROS-Pellet
wird jetzt mit dem Uberstand des ersten Schrittes (enthalt die Rhodopsinkinase)
zusammengegeben. Es folgt eine Konzentrationsbestimmung von Rhodopsins, wozu 100 III
entnommen werden. Puffer 1 wird del' Mischung hinzugefugt, ebenso 200 roM ATP, so daB
Endkonzentrationen von 1 mg/ml ROS und 3 roM ATP erreicht werden. Das Gemisch wird
nun 3 h bei 30 °C unter hellem Licht inkubiert.
Die Rhodopsinkinase kann wahrenddesscn, auf die durch Belichtung aktivierten
Rhodopsinmolekiile (Metarhodopsin II), unter ATP-Verbrauch Phosphatreste tibertragen.
Nach kurzer Zeit zerfallt das phosphorylierte, lichtaktivierte Rhodopsin (P-R*) zu Opsin und
all-frans-Retinal. Dies macht eine Regeneration mit ll-cis-Retinal erforderlich, so daB
phosphoryliertes Rhodopsin im Grundzustand entsteht.
Es wird ein 4fach molarer OberschuB ll-cis-Retinal (20 ruM in Ethanol absolut) in
vollkommener Dunkelheit zugegeben, gefolgt von einer mindestens 12sttindigen Inkubation
bei RT im Dunkeln. Am Ende del' Inkubationszeit werden erneut 100 III fur eine
Konzentrationsbestimmung des Rhodopsins entnommen. Bei einem Anteil von tiber 95 % an
regeneriertem Rhodopsin werden die PMBs im SS34-Rotor bei 4 °C und 20000 Upm fur
40 min pelletiert, 2 mal mit Puffer 4 gewaschen und im gewunschten Volumen Puffer 4
aufgenommen. Aliquots von 1 ml in schwarzen EppendorfgefiiBen, umwickelt mit
Aluminiumfolie konnen bei -70 °C gelagert werden.
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2.10.4. Herstellung von Retinaextrakt
Die Herstellung von Retinaextrakten wurde von Frau A. Cousin durchgefilhrt. Je 70 Retinen
werden mit 100 ml Phosphatpuffer (70 mM Na2HP04, 70 mM NaH2P04, pH 7,2) versetzt.
Diesel' Ansatz wird 90 sek intensiv geschiittelt und anschlieBend 30 min auf Eis gerlihrt. Es
folgte eine Zentrifugation im SS34-Rotor bei 4 °C und 20000 Upm fill' 20 min. Del' Uberstand
wird in neue Zentrifugenrohrchen iiberfilhrt und unter den selben Bedingungen erneut
zentrifugiert. Del' so entstandene Retinaextrakt wird aliquotiert und bei -70°C gelagert.
2.10.5. Reinigung von Arrestin
Die Reinigung von Arrestin aus dem Rinderauge wird in Anlehnung an die Methode von
Wilden et al. (1986b) durchgefilhrt. Sie beruht auf del' Eigenschaft von Arrestin reversibel an
gebleichtes, phosphoryliertes Rhodopsin zu binden.
Bei Rotlicht wird ein ROS-Pellet, welches 20 mg Rhodopsin entspricht, in 20 ml Uisung 1
mit einem Glas/Teflon-Homogenisator resuspendiert. Nach Zugabe von 300 III 0,2 M ATP
(pH 7,0) und 300 III 50 mM GTP (pH 7,0) wird das Gemisch in ein klares 50 ml
Zentrifugcnrohrchcn umgefilllt und bei Tageslicht und 30°C fur 20 min inkubiert. 40 ml
Retinaextrakt werden zugegeben und das Gemisch fur weitere 10 min unter den selben
Bedingungen inkubiert.
Wahrend del' Belichtung wird Rhodopsin in Gegenwart von ATP phosphoryliert und bindet
somit Arrestin, AnschlieBend erfolgt eine Zentrifugation bei 4 °C und 20000 Upm im
8.24 Rotor fill' 20 min. Del' Uberstand wird verworfen, das Pellet in 40 ml Uisung 2
resuspendiert, und es werden 200 III 50 mM GTP (pH 7,0) hinzugegeben. Es folgt eine
erneute Zentrifugation bei den selben Bedingungen fill' 40 min. Die Zugabe von GTP bewirkt
durch Austausch mit dem an Transducin gebundenen GDP eine Dissoziation des nach
Belichtung gebundenen Transducins. Del' Waschvorgang wird noch dreimalohne Zugabe von
GTP wiederholt. Nun wird das Pellet in 8 m1 Uisung 3 resuspendiert, wie vorher
abzentrifugiert und del' Uberstand verworfen.
Das Pellet wird in 10 ml Uisung 4 aufgenommen. Dieses Gemisch wird bei 18°C im
Dunke1n iiber Nacht inkubiert, dabei zerfallt del' Arrestin-Rhodopsin-Komplex. Es folgt,
ebenfalls im Dunkeln, eine Zentrifugation fiir 30 min unter den vorherigen Bedingungen. Del'
Uberstand enthalt nun Arrestin. Durch erneute Zentrifugation unter den selben Bedingungen
in neuen Zentrifugenrohrchen wird er von Membranresten und Kleinstpartikeln befreit. Die





Die lsoelektrische Fokussierung erfolgt mit dem Phast-System (Control Unit 220VAC,
Pharmacia). Es werden Phast IEF-Gele mit einem pH-Bereich von 3-9 (Pharmacia)
verwendet. Del' Probenauftrag erfolgt mit 8x1 ul Sample Applicator Kammen (Pharmacia)
oben und unten gleichzeitig, so daB insgesamt 2 ul Probenvolumen geladen werden. Als
Marker wird del' Broad-pl-Kit, pH 3,5-9,3 (Pharmacia) in doppelter Konzentration wie vom
Hersteller angegeben verwendet. Die Elektrophorese wird exakt nach den vom Hersteller
empfohlenen Bedingungen durchgefiilnt. Eine Visualisierung del' Proteine erfolgt durch
Anfarben mit GelCode oder Roti-Black (2.8.2.).
2.12. Massenspektrometrische Untersuchungen
Die zu vermessenen Proben werden in einer Konzentration von 0,5 bis 1 mg/ml in 10 mM
Tris pH 7,5 eingesetzt. Proteinproben aus autgelosten Kristallen werden wie unter 2.15.3
beschrieben vorbereitet.
2.12.1. Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation (MALDI-TOF-MS)
Die MALDl-Untersuchungen und die Auswertung del' Daten wurden am lnstitut fur
Enzymtechnologie (Prof. Dr. Kula, Heinrich Heine Universitat Dusseldorf) von Dip!. rug. A.
Rodenbrock durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mil' fiir diese Arbeit zur Verftigung
gestellt.
Es wurde ein Iineares Flugzeitmassenspektrometer (ALADIM, Institut fiir Lasermedizin,
Heinrich Heine Universitat Dusseldorf) mit einem Stickstofflaser (337 nm, 1 Hz) verwendet.
Der Fehlerbereich des Gerates Iiegt bei 0,05 %-0,5 %, die standardmasige Auflosung bei
M1dM = 40. Die externe Kalibrierung erfolgte mit BSA (1,6 mg/ml; in 50 % CH3CN,
0,1 % TFA). Als Matrix diente eine Mischung aus 2,5-Dihydroxybenzoesaure (9 gil) und
2-Hydroxy-5-methoxybenzoesaure (l gil) in 20 % Acetonitril, 0,1 % TFA. Dabei wurden
Probe und Matrix im Verhaltnis 1:4, Kalibrant und Matrix im Verhaltnis 1:6 gemischt.
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2.12.2. Elektro Spray Ionisierung (ESI-MS)
Die ESI Untersuchungen und die Auswertung del' Daten wurden am Max-Planck-Institut fur
molekulare Physiologie von PD Dr. H. Prinz durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden mil' fur
diese Arbeit zur Verfugung gestellt. Es wurde ein LCQ Elektrospray Massenspektrometer
(Finnigan, MAT, USA), zum Probenauftrag ausgestattet mit einer Nanospray-Quelle
(Prinz et al., in Vorbereitung), verwendet. Die massenspektrometrischen Daten wurden im
Bereich von 1000 bis 2000 amu mit einer Genauigkeit von 100 ppm aufgenommen. Aus del'
im Massenspektrum erhaltenen Serie del' mehrfach geladenen Ionen wurde mittels del'
m/z-Verhaltnisse die Molekiilmasse berechnet. Fur die Berechnungen wurde die Finnigan
Dekonvolutions-Software verwendet.
2.13. Edmann Abbau, N-terminale Proteinsequenzierung
Probenvorbereitung
Die zu sequenzierenden Proteine wurden auf ein Tris-Tricine-SDS-Gel (Schagger & von
Jagow, 1987) geladen und anschlieBend auf PVDF-Membran geblottet (2.8.3,). Del' Blot
wurde mit 0,025 % (w/v) Coomassie R250 in 40 % Methanol gefiirbt und zwecks Entfernung
del' Hintergrundfarbung mit 50 % Methanol entfarbt, Die Proteinbanden wurden mit einem
Skalpell ausgeschnitten und die Blotstucke bei RT gelagert.
Die N-terminalen Proteinsequenzierungen und die Auswertung del' Daten wurden am
Max-Planck-Institut fur molekulare Physiologie von Frau Anders durchgefuhrt. Die
Ergebnisse wurden mil' fur diese Arbeit zur Verfugung gestellt. Die Sequenzierung wurde
nach Standardmethoden mit einem 473A Sequencer (Applied Biosystems, Weiterstadt)
durchgeftlhrt. Jede Probe wurde 6 Abbauschritten unterzogen, Die Identifizierung del'
Abbauprodukte erfolgte durch HPLC tiber den Vergleich mit Standardsubstanzen.
2.14. Zentrifugations-Bindungs-Assay
Der Zentrifugations-Bindungs-Assay wird zur Aktlvltatsbestirnmung del' rekombinanten
Arrestine im Vergleich zum wildtypischen Arrestin eingesetzt und in Anlehnung an die von
Kuhn et al. (1984) beschriebcne Methode durchgefuhrt.
Diesel' Assay beruht auf dem Prinzip, daB wildtypisches Arrestin insbesondere an
phosphoryliertes und lichtaktiviertes Rhodopsin bindet, nicht abel' an unphosphoryliertes oder
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unbelichtetes Rhodopsin. In gebundenem Zustand kann Arrestin demnach mit den
ROS-Membranen oder PMBs durch Zentrifugation sedimentiert werden. Ungebundenes
Arrestin ist nach del' Zentrifugation im Uberstand lokalisiert.
Rhodopsin-haltige Membranen werden mit Arrestin in Bindungspuffer (10 mM HEPES und
100 mM NaCl bzw. KC1, pH 7,5) unter Rotlicht gemischt, bei RT im Dunkeln
(Negativkontrolle) oder unter Belichtung inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (30 min,
50000 g, 4°C, Rotor TLA-45). Del' Uberstand wird abgenommen und bis zur Analyse durch
SDS-PAGE und/oder Westernblot bei -20°C gelagert. Das Pellet wird in im doppelten
Reaktionsvolumen Bindungspuffer unter Rotlicht resuspendiert, erneut zentrifugiert und in
Probenpuffer fur die Analyse im SDS-Gel und/oder Westernblot resuspendiert.
Es werden Rhodopsinkonzentrationen von 4 J.lM bis 200 J.lM (jeweils angegeben) und
Arrestinkonzentrationen von 200 nM bis 800 nM (jeweils angegeben) eingesetzt. Das
Gesamtvolumen betragt respektive 50 ul oder 100 ul. Zur Verwendung kommen
dunkeladaptierte gewaschene ROS-Membranen und in vitro phosphorylierte-ROS
Membranen (PMBs). Die Belichtungszeit ist jeweils angegeben, sie betragt zwischen 30 sek
und 20 min.
2.15. KristaIlisationsmethoden
Prinzip der Kristallisation ist es, hoch konzentrierte Proteinlosungcn durch Zugabe von
Fallungsmitteln langsam in einen tlbcrsattigten Zustand zu uberftthren, so daB sich Prazipitat
oder Kristalle bilden. Ftlr die Kristallisation von Arrestin wurde ausschlieBlich nach del'
Dampfdiffusionsmethode gearbeitet. Bei diesel' Methode stehen ein Tropfen, der Protein und
Fallungsmittel enthalt, und eine Reservoirlosung mit hoherer Fallungsmittelkonzentration
tiber die Gasphase miteinander im Gleichgewicht. Da das Volumen des Reservoirs urn ein
Vielfaches groBer als das des Tropfens ist, entspricht die Endkonzentration des
Fallungsmittels im Tropfen im wesentlichen del' Anfangskonzentration im Reservoir.
2.15.1. Kristallisation von wiIdtypischemArrestin
Die Kristallisation von wildtypischem Arrestin aus Rinderaugen erfolgt nach Wilden et.al.
(1997). Das zu kristallisierende Protein liegt in einem Puffer aus 10 mM HEPES und 800 mM
KCl bei pH 7,2 vor, und wird mittels einer Centricon-30 Ultrafiltrationseinheit bis zu einer
Proteinkonzentration von etwa 32-36 mg/ml bei RT konzentriert. Diese Arrestinlosung wird
sofort oder nach Lagerung bei -20°C (ohne Zusatz) fur die Kristallisation verwendet.
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Jede Arrestin-Praparation kristallisiert unter leicht unterschiedlichen Bedingungen, diese
rnlissen somit optimiert werden. Die Besonderheit der hier beschriebenen Methode ist eine
Veranderung der Tropfen-Zusammensetzung unabhangig vom Reservoir (U. Wilden, pet'S,
Mitteilung).
2.15.1.1. Ermittlung der optimalen Tropfen-Zusammensetzung
10 J.ll konzentrierte Proteinlosung werden mit 7 J.ll des Puffers P6,1 und 2 ul 20 mM MgClz,
40 roM EDTA gemischt. Dieses Protein-Fallungsmittel-Gemisch stellt die
Startzusammensetzung dar und wird wahrend der Optimierungsprozedur bei 4 °C gelagert.
Sukzessive Zugabe von Puffer P6.l in 1 ul-Schritten (alle 3 Tage bis zu maximal 13 ul)
erhoht die Fallungsmittcl- und erniedrigt die Proteinkonzentration. Yom Startgemisch und
nach jeder Zugabe von P6.l werden jeweils 2 ul entnommen und als Tropfen fur einen
Kristallisationsansatz mit dem Reservoirpuffer 10:4 (2.3.1.) eingesetzt. Die optimalen
Bedingungen sind erreicht, wenn im hangenden Tropfen nach 1-3 Tagen Kristalle entstehen.
Die Kristallisation der jeweiligen Proteinpraparation wird nun mit diesen
Tropfenbedingungen durchgeftihrt.
2.15.1.2. Krlstalllsattonsansatze
Die Kristallisationsansatze werden nach der Methode des hangenden Tropfens in
EppendorfgefaBe pipettiert und bei konstanter Temperatur (17°C) inkubiert. Das
Tropfenvolumen betragt 2 ul oder 4 ul, das Reservoirvolumen entsprechend 50 J.ll oder
100 ul. Die Zusammensetzung des Reservoirs ist 1O:4oder 10:10,
wobei z.B, fur 1O:4gilt: 10:4 entspricht A + B mit
A = 10 Volumeneinheiten Puffer P6.1
B = 4 Volumeneinheiten 100 mM HEPES; 800 roM KCl; pH 7,5
Ansatze tiber einem Reservoir von 10:4 fuhren zu vielen, kleinen Kristallen. Flir
Rontgenbeugungsexperimente sollte jedoch eine Mindcstkristallgrolic von 0,15 mrrr' gegeben
sein, Zur Erzeugung von Kristallen geeigneter GroBe werden Ansatze tiber einem Reservoir
von 10:10 (2,3.1.) hergestellt, bei diesen Bedingungen entstehen zunachst keine Kristalle. Die
Ansatze werden 3-4 Wochen stehen gelassen. Am Ende dieser Inkubationszeit werden die
Ansatze geoffnet und das Reservoir gegen das gleiche Volumen 10:4 ausgetauscht. Nun




Kristallisation von rekombinantem Arrestin
Die Kristallisation von rekombinantem Arrestin aus S. cerevisiae mit den verschiedenen
Fusionen am N- und C-Terminus erfolgt in Anlehnung an die oben beschriebene
Kristallisation von wildtypischem Arrestin.
Das zu kristallisierende Protein liegt in einem Puffer von 10 mM HEPES und 800 mM NaCl
bei pH 7,5 VOl'. Die Proteinlosung wird bis zu einer Endkonzentration von -10 bis -35 mg/ml
mit Ultrafiltrationseinheiten (Ausschluflgrolle 10 kDa) bei 4°C konzentriert. Die erreichbaren
Endkonzentrationen hangen von del' Protein-Ausgangsmenge (Ausbeute der Proteinreinigung)
und dem Totvolumen der verwendeten Ultrafiltrationscinhelt abo Die optimalen Tropfen-
Zusammensetzung wird bei den rekombinanten Arrestinen analog zum wildtypischen Arrestin
eingestellt (2.15.1.1.). Lediglich die Ausgangsmenge an Puffer P6.1 in Startgemisch betragt
hier 10 Ill.
Zusatzlich zur Variation del' Fallungsmittcl- und Proteinkonzentration wird auch del' EinfluB
des Reservoirpuffers tiberpruft. Dazu werden nach jedem Schritt Kristallisationsansatze libel'
der folgenden Serie von Reservoirpufferverdunnungen gemacht:
10:3, 10:4, 10:5, u.s.w. bis 10:10. Diese Variationen del' Reservoirzusammensetzung
bewirken unterschiedliche Diffusionsgeschwindigkelten in den Kristallisationsansatzen. Die
Ansatze werden mit den errnittelten optimalen Tropfen- und Reservoirbedingungen wie unter
2.15.1.2. beschrieben erstellt. Unter diesen Bedingungen entstehen nach 1-3 Tagen Kristalle.
2.15.3. Aufldsen von Kristallen ftlr analytische Zwecke
Zur Ernte cines Kristallisationsansatzes werden die Kristalle im hangenden Tropfen samt
Mutterlauge aufgenommen. Urn nicht-kristallisiertes Protein von den Kristallen zu trennen
werden diese in Umsetzungspuffer uberfuhrt und durch Zentrifugation in einer
Mikrozentrifuge (2 min bei 13000 Upm und 4°C) sedimentiert. Die Kristalle werden erneut
in frischem Umsetzungspuffer aufgewirbelt und wie beschrieben zentrifugiert. Nach den zwei
Waschschritten wird das Kristallpellet in 500 III Puffer 101100 12 bis 16 h bei 17°C inkubiert
und anschlieBend fur 1 min mit dem Ultraschallbad behandelt. Ungeloste Bestandteile werden
durch Zentrifugation entfernt und erneut in Puffer 101100 aufgenommen. Der Uberstand
enthalt das geloste Arrestin.
Fur massenspektroskopische Untersuchungen von 6His-Fusionsproteinen mit MALDI
(2.12.1.) bzw. ESI (2.12.2.) ist die vollstandige Entfernung del' PEGs und del' Salze aus del'
Proteinlosung erforderlich. Die 6His-getaggten Proteine werden mittels IMAC (2.9., 1 ml
Saulenvolumen) gereinigt, umgepuffert in 10 mM Tris pH 7,5 und das Volumen bis zum
Erreichen einer Proteinkonzentration von 0,5 bis 1 mg/ml reduziert
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2.16. Kristallographische Methoden
2.16.1. Messung von Rdntgen-Beugungsdaten unter Kryo-Bedingungen
Die Messungen von Rontgen-Beugungsdaten unter Kryobedingungen (T = 100 K) sowie die
Auswertung der Daten wurden von J. Granzin durchgeftlhrt. Die Ergebnisse wurden mir ftlr
diese Arbeit zur Verfugung gestellt.
Alle Datensatze von nativen und auch derivatisierten Kristallen wurden , mit Ausnahme von
"PIP"-AITestin-6His, an einem Drehanoden-Rontgengenerator, Typ GX21, 40 kV und 50 rnA
(Elliot Marconi Avionics) aufgenommen. Das Arrestin-6His "PIP"-Derivat wurde am
Synchrotron in Daresbury, U.K. (Station PX7.2, SERC) vermessen.
2.16.2. Praparatlon von Kristallen fiir die Kryokristallographie
Die Arrestinkristalle werden in 0,1 % (v/v) G1utara1dehyd in Umsetzungspuffer 5 min
getrankt, mit der "Loop-Mounting" Methode (Teng, 1990) entnommen, und im
Stickstoffstrom bei 100 K schockgefroren. Glutaraldehyd ist kein klassisches Kryoprotektat,
jedoch ist diese Substanz bekannt daftir, Kristalle zu stabilisieren
(Quiocho & Richards, 1964). Das bifunktionale Glutaraldehyd verbindet kovalent Lysinreste
der Proteinmolekiile.
Zur Herstellung von Schweratomderivaten werden die entsprechenden
Schweratomverbindungen in Umsetzungspuffer gelost und die Kristalle darin gctrankt, Die




Ziel del' Arbeit ist, durch heterologe Expression ein homogenes, wildtypisches Arrestin zu
erzeugen. Funktionalitat und Faltung des rekombinanten Proteins werden durch bioehemisehe
und biophysikalisehe Analysen kontrolliert, Dieses Protein ist die Basis fur die Erzeugung
von Mutanten, die in Anlehnung an die Rontgenstruktur entwickelt werden.
In del' vorliegenden Arbeit wurde das wt Arrestin am N- und C-Terminus verschieden
modifiziert und exprimiert, Diese Arrestine wurden nicht wie Arrestin aus dem Rinderauge
durch Bindung an Rhodopsin, sondern dureh Bindung tiber ihre Modifikation
affinitatschromatographisch gereinigt.
3.1. Uberexpresslon von Arrestin in Escherichia coli
AIs Wirtsorganismus ftlr heterologe Proteinexpression hat E. coli Vorteile wie z.B. sehneIIes
ZeIIwaehstum und sehr hohe Expressionsraten. Die kommerziell erhaltlichen
Expressionssysteme bieten die Moglichkeit Arrestin als Fusion an versehiedene
Affinitatspeptide oder Fusionspartncr zu erzeugen. Vorteil diesel' Art del' rekornbinanten
Proteinexpression ist die vereinfaehte Reinigung von Arrestin tiber Affinitats-
chromatographic. Zusatzlich wird eine indirekte Detektion des heterolog exprimierten
Proteins im Westernblot tlber Antikorper bzw. spezifisehe Konjugate gegen den
Fusionspartner moglich, Ein weiterer Vorteil dieser Art del' Expression ist die Beeinflussung
del' Loslichkeit durch den Fusionspartner (La Vallie et aI., 1993).
Nachteile sind, daB einige Proteine nicht-bakteriellen Ursprungs nach Expression in E. coli
unlosliche Einschlulikorper, bestehend aus aggregiertem Protein, bilden. Viele eukaryotisehe
Proteine wie Arrestin werden in ihrem nattirlichen Witt post-translational prozessiert oder
modifiziert, nicht aber in E. coli. Diese Modifikationen beeinflussen oft die
Faltungsaktivitaten und die biologisehe Funktion del' Proteine. Ein EinfluB del' N-terruinalen
Aeetylierung von Arrestin auf die Faltung oder Funktion ist bislang unbekannt. FUr die
Erzeugung von nativ-eukaryotischen Proteinen ist aueh die Entfernung des N-terminalen
Methionins wichtig. In E. coli ist dies jedoeh abhangig von del' darauf folgenden Aminosaure
in der Polypeptidkette. Proteine wie Arrestin, mit Lysin an zweiter Position, behalten das
N-terminale Methionin (Sherman et aI., 1985). Zur Bildung von Proteinaggregaten kann aueh
die Tatsaehe beitragen, daB das Wirtseytosol keine geeignete Umgebung fur das Zielprotein
darsteIIt, Cysteinbrucken z.B, nieht moglich sind. Ebenso kann durch extreme
Uberproduktion die Loslichkeitsgrcnze JUr das jeweilige Protein tiberschtitten worden
(Mitraki & King, 1989).
Expressionsbedingungcn haben entseheidenden EinfluB auf die Loslichkeit des Zielproteins,
wobei Waehstumsrate, Expressionsrate und VOl' alIem die Temperatur wiehtige Faktoren sind
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(Thatcher & Panayotatos, 1986; Schein & Noteborn, 1988; Kopetzki et al., 1989). Es gibt
viele experimentelle Ansatze, um die Loslichkeit von in E. coli exprimierten Proteinen zu
erhohen, jedoch mull ftlr jedes Protein erneut versucht werden ein Optimum zu finden
(Hockney, et al., 1995).
In del' Regel bringt die Produktion eines Fremdproteins einen Wachstumsnachteil Iur die
betreffende E. coli Zelle mit sich. Einige heterolog exprirnierte Proteine haben lethale Effekte
auf den Expressionsstamm. Generell ist es daher wtinschenswert, die Fremdprotcin-
Biosynthese gezielt zu regulieren, d.h. es werden Promotoren verwendet, deren Aktivitat
durch Repressoren blockiert werden konnen, Zur Produktion des Zielproteins mufs diesc
Repression jedoch in einem bestimmten Wachstumsstadium del' E. coli Zellen gezielt
aufgehoben werden, am einfachsten durch Zugabe eines nicht metabolisierbaren Induktors,
In diesel' Arbeit fanden drei verschiedene E. coli Expressionssysteme Verwendung, wobei
jedes auf einer anderen Art del' Regulation beruht.
3.1.1. Expression von Arrestin als Nvterminale Glutathion-S«
Transferase Fusion im Vektor pGEX·4T.l
pGEX-Vektoren werden in E. coli zur Expression fremder Polypeptide als N-terminale
Fusion mit Glutathion-S-Transferase (GST) verwendet. GST (26 kDa) ist ein
cytoplasmatisches, eukaryotisches Protein und wurde ursprunglich aus Schistosoma
japonicum kloniert (Smith et al., 1986). Im Allgemeinen sind diese Fusionsprodukte loslich
und konnen leicht unter nativen Bedingungen mittels GST-Affinitatschromatographie
gereinigt werden (Smith & Johnson, 1988). Eine Abspaltung des Zielproteins von del' GST
nach Expression wird bei Verwendung von pGEX-4T-l durch die sequenzspezifische
Protease Thrombin ermoglicht, deren Erkennungssequenz unmittelbar upstream del' MCS des
Vektors lokalisiert ist, Das Expressionssystem bietet den Vorteil einer induzierbaren
Expression tiber den starken tac Promotor, welcher durch das Laktose-Analogon
Isopropyl ~-D-Thiogalaktosid (IPTG) induzicrt wird. Del' Vektor enthalt das lac fl-Gen,
dessen Genprodukt, del' lac Repressor, zur negativen Regulation des Promotors notwendig ist,
Somit ist fast jeder E. coli Stamm als Wirtsstamm verwendbar. Als Expressionsstamme bieten
sich Protease-defiziente Stamme (wie E. coli BL21) an, da so die Degradation des
Zielproteins vermindert werden kann. Alternativ ermoglicht die Expression im Stamm W3110




Klonierung von Arrestin in den Vektor pGEX·4T·l
Die kodierende Sequenz des Arrestin Gens wurde mit den PCR-Primern #1 und #2 (2.7.6.1.)
durch PCR amplifiziert. Als Template DNA diente del' Vektor pBC-Arrestin (M.Lohse,
Wtirzburg), dieser enthalt die kodierende Arrestin Sequenz (Shinohara et al., 1987). Mittels
der PCR-Primer wurden die Restriktionsschnittstellen BamBI (am 5'Ende) und XhoI (am
3'Ende) eingeflihrt. Das -1,2kb PCR-Produkt wurde unter Benutzung des SURE-Clone-
Ligation Kits in den Vektor pUC18 (Anhang) zwischenkloniert (Konstrukt LlaI20). Zwecks
Verifizierung der DNA-Sequenz wurden die Randbereiche des Vektors LlaI20 mitte1s der
Sequenzierungsprimer #3 und #4 (2.7.6.2.) unter Verwendung des GATC-Systems
sequenziert und bestatigt. Die Umklonierung in den Expressionsvektor pGEX-4T-1 (Anhang)
erfolgte tiber die BamBI und die XhoI Schnittstellen. Der Vektor LlaI20 wurde dazu zum
einen partiell mit BamBI verdaut, wobei das entstandene -1 kb Fragment fur die weitere
Klonierung isoliert wurde. Ein Partialverdau war notwendig, da die Restriktionsschnittstelle
BamBI auch innerhalb des benotigten -1 kb-Fragmentes vorhanden ist.
Das Konstrukt L1aI20 wurde auBerdem mit XhoI verdaut, was zu einem -500 bp Fragment
fuhrte. In den mit BamBI aufgeschnittenen und dephosphorylierten Vektor pGEX-4T-1
wurde zunachst das 1 kb-BamHI Fragment ligiert und dessen Orientierung uberpruft
(Konstrukt L6.8). Der Vektor L6.8 wurde anschlieBend mit XhoI geschnitten,
dephosphoryliert, mit dem -500 bp XhoI Fragment ligiert und dessen Orientierung uberpruft
(Konstrukt L8.14). Del' mittlere, nicht sequenzierte Bereich (-600bp) des -1,2kb Arrestin
Gens wurde im Vektor pGEX-4T-1 gegen korrespondierende Sequenzen aus pBC-AlTestin
ausgetauscht, dabei wurden die Restriktionsschnittstellen NsiI und BsmI verwendet
(Konstrukt 9.13).
Der Vektor 9.13 stellt nun das Endkonstrukt dar: Das Arrestin Gen von -1,2 kb wurde im
gleichen Leseraster wie das GST-Gen zwischen die Restriktionsschnittstellen BamBI und
XhoI des Polylinkers in den Vektor pGEX-4T-1 kloniert. Sequenzbereiche, die mittels PCR
amplifiziert wurden und nicht gegen Fragmente des Originalplasmids ausgetauscht werden
konnten, wurden durch Sequenzierung bestatigt.
Zur Expression des Fusionsproteins wurde der Vektor 9.13 in die Protease-deflzientcn
Expressionsstamme BL21::DE3, BL21::DE3 [plysS], BL21::DE3 [plysE], bzw. W3110
transformiert.
3.1.1.2. Expressionsbedingungen ftir Arrestin im Vektor pGEX-4T·l
Die Kultivierung der Expressionskulturen wurde jeweils wie unter 2.5. beschrieben
durchgefuhrt, Eine Auswertung del' Versuche erfolgte durch Analyse von Uberstanden und
Pellets in PBS-Puffer (2.5.1.) sowie Gesamtzellextrakten mittels SDS-PAGE (2.8.1.).
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Kontrollexpressioncn im kleinen MaBstab (25 ml Kulturvolumen bei 37 DC und Induktion mit
0,1 mM IPTG) ergaben eine hohe Uberexpression von GST-Arrestin mit vorwiegender
Lokalisation des Proteins in del' unloslichen Fraktion. Nul' ein geringer Teil an loslichem
Protein befand sich im Uberstand (Daten nicht gezeigt). Fur die Optimierung del'
Expressionsbcdingungen wurden verschiedene Temperaturen, unterschiedliche
Induktionszeiten und auch eine Variation del' Induktionsstarke getestet. Diese Parameter
haben Einfluf auf die Loslichkeit stark exprimierter Proteine (Marston, 1986; Schein &
Noteborn, 1988; Schein, 1989; Schein, 1990). Zusatzlich wurde del' EinfluB verschiedener
Expressionsstiimme untersucht. Folgende Bedingungen wurden in Kulturvolumina von 25 ml





20 DC, 25 DC, 28 DC und 3rC
0,05 mM, 0,1 mM und 1 mM
0,5 bis 21 h (bei 28 DC und 0,1 mM IPTG)
BL21::DE3, BL21::DE3 [plysS], BL21::DE3 [plysE], und
W3110
Temperatur und Induktionsstarke wurden bci allen E. coli Stiimmen in den moglichen
Kombinationen getestet. Die Induktionsdauer betrug 3 h.
In verschiedenen Ansatzen konnte reproduzierbar gezeigt werden, daB weder eine Anderung
del' Expressionstemperatur, noch eine Variation del' Induktionsstarkc in verschiedenen
Stammen das Verhaltnis von loslichcm Protein zu unloslichern Protein im Pellet beeinflussen.
Die Expressionsreihe in Abhangigkeit von del' Zeit liiBt keine zeitabhangige Verteilung des
Fusionsproteins auf losliche und unlosliche Fraktion erkennen.
Die Expressionsbcdingungcn ftir Grofskulturcn ergaben sich daher wie folgt:
Als Expressionsstamm wird BL21 ::DE3 [plysS] eingesetzt. Diesel' Protcase-defiziente Stamm
bietet den Vorteil del' efflzienten und einfachen Zellyse, da das enthaltene Plasmid plysS eine
Produktion von intrazellularem Lysozym bewirkt. Die Induktionsparameter wurden auf
0,1 mM IPTG und eine Dauer von 4 Stunden bei eincr Expressionstemperatur von 28 DC
festgelegt.
3.1.1.3. Zellaufschlufi und Reinigung des Fuslonsproteins GST-Al'l'estin aus del'
lOslichen Fraktlon, sowie anschliefiende Isolation von Arrestin
Del' Einfluf unterschiedlicher Puffer beim ZellaufschluB auf die Loslichkeit des
Fusionsproteins wurde durch Variation von Ionenstarke und Puffersubstanz getestet.
Eingesetzt wurden Arrestin-Puffer, Y2 fach Arrestin-Puffer, PBS und hochreines Wasser. Da,
trotz fehlender Puffereigenschaften, Arrestin in Wasser gut loslich und stabil ist (D. Wilden,
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pers. Mitteilung), fand auch hochreines Wasser Anwendung bei ZellaufschluB und
Proteinreinigung. Der Zusatz von Additiven wie DTT (5 mM) und Triton X-IOO (0,1 % v/v)
wurde ebenfalls untersucht. Die Auswertung der Versuche erfolgte wiederum durch Analyse
von loslicher und unloslicher Fraktion (2.5.1.).
In keinem der untersuchten Puffer konnte eine maBgebliche Erhohung der Loslichkeit des
Fusionsproteins festgestellt werden.
Die Analyse der Fraktionen nach Verwendung von PBS ist in der Abb. 3.1. gezeigt. Fur
weitere Experimente wurde Arrestin-Puffer oder PBS (siehe Pharmacia-Handbuch)
verwendet. Unabhangig vom verwendeten Puffer konnte reproduzierbar das Fusionsprotein
(-80 kDa) durch wiederholte Extraktion (bis zu zehnmal) der unloslichen Fraktion (im
Folgenden als Pellet bezeichnet) in Losung gebracht werden (Abb. 3.1. Spuren 2-5). Bei
jedem Extraktionsschritt lief sich in etwa die gleiche Menge Fusionsprotein (etwa 10 %) aus
dem Pellet herauslosen. Eine Erklarung ware das Entstehen von Membranvesikeln nach dem
AufschluB der Zellen, in denen ein Teil des Cytoplasmas eingeschlossen und durch
Zentrifugation sedimentiert wird. Durch Ultraschallbehandlung offnen sich diese Vesikel. Da
die Menge an extrahierbarem Protein aber bei jedem Schritt gleich war, ist die folgende
Moglichkeit wahrscheinlicher: Wahrend der Expression wurde die Loslichkeitsgrenze des
Fusionsproteins ttberschritten, wodurch Proteinaggregate entstanden. Aus solchen Aggregaten
laBt sich ein Protein nur bis zu seiner thermodynamischen Loslichkeitsgrcnzc erneut losen,
d.h, es stellt sich bei wiederholter Extraktion immer wieder das selbe Gleichgewicht zwischen
Uberstand und Pellet ein.





Abbildung 3.1.: Darstellung von loslichen und unldslichen Fraktionen in PBS des Klons 9.13
(Expressionsstamm BL21::DE3 [plysS]) im Coomassie gefarbten SDS Gel (15%). Spur M zeigt den HMW Rainbow Marker.
1. Pellet nach 2. Extraktion; 2. Uberstand 1; 3. Oberstand 2; 4. Uberstand 3; 5. Uberstand 5
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Zusatze wie Glycerin, Dctergenzien, L-Arginin oder Glukose beeinflussen die Loslichkeit von
Proteinen z.B, durch stabilisierende Wirkung (Gekko Sc Timasheff, 1981; Smith et al., 1978;
Wingfield, 1995; Schein, 1990), daher wurden folgende Zusatze in verschiedenen
Konzentrationen in Arrestin-Puffer bei Reextraktionsversuchen del' unloslichen Pelletfraktion
5 % und 10 % (v/v)
5 % und 10 % (v/v)Glukose:
Sucrose:
eingesetzt:
Glycerin: 5 %, 10 % und IS % (v/v)
L-Arginin: 0,25 M, 0,5 M, 0,75 M
Octyl-Glycosid: 5 roM, 10 roM, IS roM und 20 roM
Ebenso wurde in Arrestin-Puffer del' EinfluB des pH-Werts (zwischen 5 und 9) untersucht. Es
wurde fur die verschiedenen Tests die gleiche, unlosliche Fraktion verwendet. Eine Anderung
del' Loslichkeit bzw. Stabilitat des Fusionsproteins durch einen del' Zusatze war nicht
festzustellen. Das SDS-Gel del' Versuchsreihe mit Sucrose zeigt jeweils die Uberstande und
Pellets del'4. und 5. Extraktion (Abb. 3.2.).
5% Sucrose 10%Sucrose
U4 P4 MUS P5 U4 P4USPS
97,4kDa-
66,0 kDa-
Abbildung 3.2.: Extrakticnsversuche von Pellets (unldsliche Fraktionen nach dritter Extraktion) des Klons 9.13
(Stamm BL21::DE3 [plysS]) mit 5 % bzw. 10 % Sucrose in Arrestin-Puffer. Coomassie gefarbtes 15%iges SDS Gel. In Spur
Mist def HighMolekular Weight Marker aufgetragen. U4, U5: Uberstande nach4. bzw.5.Extraktion
P4, P5: Pellets nach 4. bzw. 5. Extraktion
Die Reinigung des loslichen GST-Arrestins erfolgte tiber Glutathion-Sepharose-
Chromatographic wie unter 2.9. (Tab. 2.6.) beschrieben. Die mittels verschiedener
ZellaufschluBpuffer (Arrestin-Puffcr, PBS oder Wasser) extrahierten Proteine konnten in
vergleichenden Chromatographien erfolgreich gereinigt werden, Dabei war kein EinfluB del'
Pufferzusammensetzung auf das Reinigungsergebnis festzustellen. GST-Arrestin eluierte
sauber, nul' wenige verunreinigende Proteine in geringer Konzentration sind im SDS-Gel
erkennbar (Abb.3.3 Spuren I, 2). Die Proteinkonzentration del' Eluate ist jedoch gering,
vergleicht man die auf die Saule aufgetragenen Proteinmengen (siehe Fusionsprotein in den
Uberstanden, Abb. 3.1) mit del' eluicrten Menge an Fusionsprotein. Die Analyse del' Matrix
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nach Elution (Abb. 3.3 Spur 3) zeigt deutlich einen erheblichen Veriust an Fusionsprotein, del'
wahrscheinlich auf Aggregation des Proteins auf del' Saule zuruckzufuhren ist. Die
Konzentration del' Eluate mittels Ultrafiltration resultierte oft im vollstandigcn Verlust des
Fusionsproteins durch Prazipitation auf del' Konzentratormembran in Form von gelblichen
Nadeln (Abb. 3.3, Spur 4).
Bei del' Isolierung von Arrestin stellte die abschIieBende enzymatische Abspaltung des
GST-Anteils durch die Protease Thrombin, sowie die daran anschIieBende
chromatographische Trennung beider Proteine das Hauptproblem dar. Die in Kapitel 2.9.2.
beschriebenen zwei Moglichkeiten del' Thrombinspaltung (gebunden an Saulenmaterial oder
in Losung) wurden wiederholt und auch unter variierenden Bedingungen angewendet, wobei
keine zu loslichem, gereinigten Arrestin fuhrte.
Zum einen verlief die Spaltung mit del' Protease Thrombin nicht vollstandig, Dabei war weder
die Thrombinkonzentration, noch die Temperatur (4°C oder RT), noch die absolute Dauer
des Verdaus (I h bis zu 21 h) relevant. Ohne EinfluB war auch, ob das Fusionsprotein in
Losung oder an Saulenrnarerial gebunden voriag. Nach Verdau des Fusionsproteins in Losung
(Abb.3.3 Spuren 5 - 7) erhielt man im nachfolgenden Chromatographieschritt (GST-
Glutathion-Sepharose-Cln'omatographie oder Anionenaustausch-Chromatographie mittels
FPLC) lediglich GST und Fusionsprotein. Das abgespaltene Arrestin prazipitierte auf del'
Saule (Daten nicht gezeigt). Spur 8 in Abb.3.3 zeigt das erste Eluat nach einem
Thrombinverdau auf der Saule, ohne Glutathion konnten sowohl Arrestin, als auch GST und
Fusionsprotein eluiert werden.




Abbildung 3.3.: Ausschnitte van 15 %igen. Coomassie-gefarbten SDS Gelen. Gezeigt sind Proben
verschiedener Reinigungsschritte von GST~Arrestin nach Glutathion-Sepharose-Chromatographie sowie Proben von
Thrombinverdauschritten, jeweils in PBS. Die Spur M zeigt den HMW Rainbow Marker.
Reinigullg von GST-Arrestin: 1. Bluat 1; 2. Eluat2; 3. Sepharose nach Elution mit Glutathion;
4. Prazipitat aufder Membran einerUltrafiItrationseinheit;
Thrombinverdau von eluiertemGST-Arrestin in LOsung: 5., t=O; 6. Spaltungsansatz, te Ih: 7. Spaltungsansatz, t=2h;
Thrornbinverdau von GST-Arrestin aufderSauIe: 8. Eluat 1 nachThrombinverdau; 9. Eluat 2 nachThrombinverdau;
10. Sepharose nach 'Ihrombinverdau und Elutionobne Glutathion
Konzentrierte Proteinproben: 11. aufderSaule geschnittenes Fusionsprotein;
12. ungeschnittenes Fusionsprctein
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An Saulenmaterial gebundenes Protein lieB sich nicht vollstandig wieder eluieren. Dies gilt
sowohl fur das Fusionsprotein GST-Arrestin, als auch nach Thrombinverdau fur GST und
Arrestin alleine. Abb. 3.3 Spuren 3, 10 zeigen jeweils Matrixproben nach Elution, d.h, auf der
Saule ausgefallenes Protein.
Auf der Saule geschnittenes, sowie ungeschnittenes Fusionsprotein wurde jeweils nach
Elution und Umpufferung konzentriert. Die Spuren 11, 12 der Abb. 3.3 zeigen konzentrierte
Proben. Man erkennt zusatzlich zur Arrestin-Bande bei etwa 50 kDa und der GST-Arrestin-
Bande bei etwa 80 kDa eine hohe Anzahl an kontaminierenden Proteinen.
Zusammenfassend ergibt sich folgendes: Der losliche Anteil des in E. coli exprimierten
GST-Arrestin Fusionsproteins war gering und in Losung instabiL Die dargestellten
Ergebnisse zeigen, daB die Expression und Reinigung des GST-Arrestin Fusionsproteins aus
E. coli kein qualitativ oder quantitativ ausreichendes Material fur Kristallisation oder
Aktivitatstests liefert. GST als Fusionspartner hat unter den hier beschriebenen Bedingungen
nicht das gewunschte Resultat, d.h. eine gute Loslichkeit des Fusionsproduktes sowie
Reinigung des Arrestins zur Hornogenitat tiber GST-Glutathion-Chromatographie erbracht.
3.1.2. Expression von Arrestin mit Nvtermlualer MRGS·6His Fusion im
Vektor pQE·30
Der Vektor pQE-30 bietet die Moglichkcit ein MRGS-6-Histidin-Peptid N-terminal an das
Zielprotein zu fusionieren. Die 6 Histidin Reste besitzen eine bemerkenswerte Affinitat fur
2-wertige Metallionen, insbesondere Nickelionen. Somit ist eine schnelle Reinigung mittels
IMAC moglich (2.9.1.). Die sehr hohe Expressionsrate von 6His-Proteinen in E. coli unter
Verwendung von pQE Vektoren basiert auf dem TS Promotor Transkriptions-Translations
System. Die sehr hohe Transkriptionsrate des TS Promotors kann nur durch groBe Mengen
des lac-Repressor-Proteins effizient reprimiert werden. Daher ist die Expression im E. coli
Stamm MIS, der zur konstitutiven Expression des lac-Repressor-Proteins das Plasmid pREP4
enthalt, optimal (Farabaugh, 1978). Die Induktion des Fusionsproteins kann schnell durch die
Zugabe von IPTG erfolgen.
Die Regulation der Expression sowie der Fusionspartner konnen einen entscheidenden
EinfluB auf die Loslichkeit des erzeugten Zielproteins haben (3.1.), so kann der
Fusionspartner z.B. die Faltung des Zielproteins beeinflussen. Fur einige Proteine ist bekannt,
daB die Modifikation mit 6 Histidinen die Struktur und Funktion nicht beeinfluBt
(Oswald et al., 1994; Janknecht et al., 1991; Watkins et aL, 1997; Guergova-Kuras et al.,
1999). So entfallt der Einsatz einer Protease zur Entfernung des Peptids und die
Reinigungszeit verkurzt sich deutlich, was allgemein eine positive Auswirkung auf die
Loslichkeit und Aktivitat von Proteinen hat.
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3.1.2.1. Klonierung von Arrestin in den Vektor pQE-30
Die -1,2 kb kodierende Arrestin Sequenz wurde aus dem Konstrukt 9.13 (Arrestin im Vektor
pGEX-4T-1, 3.1.1.1.) im gleiehen Leseraster hinter die, ftir das MRGS-6His-Peptid
kodierenden Sequenzen, zwischen die BamBI und die SmaI Schnittstelle des Po1ylinkers in
den Vektor pQE-30 (Anhang) umkloniert. Der Vektor 9.13 wurde zunachst partiell mit
BamBI verdaut (3.1.1.1.) wobei das entstehende -1 kb Fragment isoliert wurde. Parallel
wurde der Klon 9.13 mit NotI linearisiert, die Einze1strangiiberhange der entstehenden,
sogenannten klebrigen Enden enzymatisch entfernt und mit Narl ein etwa -930 bp groBes
Fragment mit 5'NarI-klebrigem und 3' stumpfem Ende ausgeschnitten. Das -1 kb
BamHI-Fragment wurde in den mit BamBI aufgeschnittenen und dephosphorylierten Vektor
pQE-30 ligiert und die Orlentierung iiberprUft (Konstrukt 22.1). Dieses Konstrukt wurde nun
mit den Enzymen NarI und SmaI geschnitten, dephosphoryliert und mit dem -930 bp
Fragment ligiert (Konstrukte 26.3 und 26.4, durch Schneiden mit Restriktionsenzymen
verifiziert). Zur Expression wurde der Vektor 26.3 in den Expressionsstamm M15 [pREP4j
transformiert.
3.1.2.2. Expression und Reinigung von MRGS·6His-Arrestin im Vektor pQE-30
Die Kultivierung der Expressionskulturen wurde wie in Kapite1 2.5. beschrieben
durchgeflihrt. Zur Optimierung wurde in jeweils 200 m1 Kulturvo1umen bei Temperaturen
von 25°C, 30 °C und 37°C die Expression verfo1gt. Nach Induktion mit 0,1 mM IPTG
wurden alle 30 min bis zu maximal 5 h 15 ml-Proben entnommen. Zur Auswertung wurden
Uberstande und Pellets mitte1s SDS-PAGE ana1ysiert. Die Zellen wurden mit Bindungspuffer
aufgesch1ossen. Eine Versuchsreihe bei 37°C im Zeitraum von 1,5 h bis 3 h zeigt die
Zunahme der MRGS-6His-Arrestin Bande (bei etwa 50 kDa) in del' Pelletfraktion in
Abhangigkeit von del' Zeit (Abb. 3.4., Spuren 1,3,5,7). Diese Zeitabhangigkeit war jedoch
nieht immer reproduzierbar. Die korrespondierende Bande im Uberstand zeigt unabhangig
von del'Expressionsdauer jeweils die gleiehe Starke (Abb. 3.4. Spuren 2,4,6,8).
Die Reinigung des MRGS-6His-Arrestins aus der Ioslichen Fraktion erfo1gte analog wie in
Kapitel 2.9. (Tab. 2.6.) beschrieben. Die Eluatfraktionen enthielten neben dem
MRGS-6His-Arrestin noch kontaminierende Proteine, die Ausbeute ist sehr gering (Abb. 3.4.,
Spuren 9,10). Wahrend der Eluat-Konzentrlerung prazipitierte, wie auch bei der GST-Fusion
beobachtet, das Protein in Form von gelblichen Nadeln auf del' Membran der
Ultrafiltrationseinheit. Die Analyse des loslichen Retentats zeigt, daB die MRGS-6His-
Arrestin Konzentration im Vergleieh zur Konzentration im Ausgangs-Eluat nieht erhoht
werden konnte, obwohl das Volumen um den Faktor 4 reduziert wurde (Abb. 3.4. Spur 11, in
den Spuren 9-11 wurden equivalente Volumina aufgetragen).
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Abbildung 3.4.: 12%ige Coomassie gefarbte SDS Gele mit verschiedenen Proben der MRGS-6His-Arrestin
Expression (1-8) und Reinigung (8-10). In Spur Mist der HMW Rainbow Marker aufgetragen,
Pelletfraktionennach Expression bei 0,1 mM IPTG und 37'C: 1. I,Sh; 3. 2h; 5. 2,Sh; 7. 3h
Uberstiinde 1 nach Expression bei 0,1 roM IPTG und 37'C: 2. I.Sh; 4. 2h; 6. 2.Sh; 8. 3h
Eluate nach IMAC: 9. Eluat I; 10. Eluat 2
11. vierfach konzentriertes Eluat
AbschlieBend liiBt sich wie fur die GST-Arrestin Fusion zusammenfassen, daB die"Expression
und Reinigung des MRGS-6His-Arrestin Fusionsproteins aus E. coli nur geringe Mengen an
loslichem, instabilem Protein liefert.
3.1.3. Expression von Arrestin mit C-terminaler StrepTagI Fusion im
Vektor pASK75
Das pASK75 Expressionssystem ermoglicht die C-terminale Fusion des Strep'I'agl-Peptids,
Nach Reinigung werden so ausschlieBlich Fusionsproteine der vollen Aminosaurenlange
gewonnen. Mit N-terminal fusionierten Affinitatspeptidcn werden auch C-terminal verkiirzte
Proteine gereinigt. Diese Verkiirzungen entstehen durch vorzeitige Termination von
Transkription oder Translation.
Bestehend aus den 10 Aminosauren Ser-Ala-Trp-Arg-His-Pro-Gln-Phe-Gly-Gly bindet der
StrepTagI hochaffin an Streptavidin und ermoglicht somit eine affinitatschromatographische
Reinigung. Mit dem Vektor pASK75 (Anhang) ist nach der Expression auch ein Transport
des Proteins ins Periplasma, durch Klonierung der kodierenden Sequenzen hinter die auf
pASK75 kodierte OmpA-Signalsequenz (ssOmpA), moglich, Diese Strategie der
Proteinsekretion empfiehlt sich sowohl fur die funktionelle Produktion von rekombinanten
Proteinen mit strukturellen Disulfidbriicken, als auch fur zelltoxische Proteine. Werden
rekombinante Proteine mit naturlichen Disulfidbrticken im Cytoplasma exprimiert, konnen
sich die Disulfidbriicken wegen des reduzierenden Milieus nicht bilden, was zur Aggregation
oder zum Abbau ftihren kann. Sofern keine Stop-Transfer-Sequenzen enthalten sind, lassen
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sich auch cytosolische Proteiue sekretieren. Da Stop-Transfer-Sequenzen jedoch oft schwer
vorhersagbar sind, ist es vorteilhaft, beide Expressionsstrategien parallel zu verfolgen.
Die Expressionskassette steht beim Vektor pASK75 unter der Kontrolle der
Promotor/Operator-Regiou des tetA-Resistenzgens (Skerra, 1994). Der tetA-Promotor besitzt
eine dem lac-UV5-Promotor vergleichbare Starke und wird durch Zugabe von nicht
antibiotisch wirksamen Konzentrationen von Anhydrotetracyclin induziert. Die konstitutive
Expression des ebenfalls auf pASK75 kodierten tet- Repressorgens gewahrleistet die hohe
Repression des Promotors iu Abwesenheit des Induktors. Da der tetA-Promotor keinen
weiteren zellularen Regulationsmechanismen unterliegt, besteht bei diesem
Expressionssystem keine Einschrankung in der Wahl des Kulturmediums oder des E. coli
Expressionsstammes. Es bieten sich auch hier Protease-defiziente Stamme wie z.B. E. coli
BL21 an.
Zum Zeitpunkt der in diesem Kapitel beschriebenen Versuche lag die wt-
Arrestinraumstruktur noch nicht vor, so daB unklar war, ob Arrestin eine Disulfidbriicke
enthalt, Die mit dem pASK-Vektor rnogliche Sekretion ins Periplasma von E. coli bietet dort
die fur die Entstehung von Cysteinbriieken notwendige oxidierende Umgebung (Missiakas et
al., 1994; Zapun et al., 1995).
3.1.3.1. Klonlenmg von Arrestln-Strep'I'agl in den Vektor pASK75
Die kodierende Sequenz des Arrestin Gens wurde mittels PCR unter Verwendung del'
PCR-Primer #3 und #4 (2.7.6.1.) amplifiziert. Als Template DNA diente hierbei der Vektor
pBC-Arrestin (3.1.1.1.). Die Primer wurden so gewahlt, daB eine Klonierung des
PCR-Produktes im Leseraster del' DNA-Sequenz fiir StrepTagI moglich war. Am 5'-Ende
wurde die Restriktionsschnittstelle XbaI, und am 3'-Ende die Restriktionsschnittstelle
Ee047III mit Hilfe der Primer eingefuhrt, Das -1,2 kb PCR-Produkt wurde unter Verwendung
des PCR-Seript-Kits zwisehenkloniert und ansehlieBend sequenziert (Auftragssequenzierung,
Fa. GATC). Die Randbereiehe (jeweils -400 bp) wurden dureh die Sequenzierung verifiziert,
im mittleren Bereich war ein Austauseh mit wildtypischen Sequenzen erforderlich. Zunachst
wurde das PCR-Produkt mit den Restriktionsenzymen XbaI und Eeo47IlI aus dem Vektor
pCRSeript ausgeschnitten, und in den ebenso aufgesehnittenen und dephosphorylierten
Vektor pASK75 ligiert (Konstrukt 44.4). FUr den Austauseh mit den wildtypisehen
Sequenzen wurde dieses Konstrukt mit NarI und NsiI gesehnitten, wobei -700 bp (inklusive
des nicht-sequenzierten Bereiehes) herausgesehnitten wurden. Del' mit NarI und NsiI
gesehnittene Vektor 44.4 wurde mit einem wildtypisehen -700 bp Narl/Nsil-Fragrnent aus
dem Vektor 32.1ligiert (Konstrukt 59.7). Das Konstrukt 32.1 war zuvor durch Umklonierung
des Arrestin Gens aus dem Vektor pQE-30 in den Vektor pUC18 unter Verwendung del'
Restriktionssehnittstellen EeoRI und HindIII erzeugt worden.
3.1.3.2.
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Klonierung von ssOmpA-Arrestin-StrepTagI fur Sekretion ins Peripiasma
Unter Verwendung del' PCR-Primer #4 und #5 (2.7.6.1.) wurde die kodierende
Arrestinsequenz mittels PCR amplifiziert, wobei die Primer so gewahlt wurden, daB eine
Klonierung des PCR-Produktes im gleichen Leseraster mit del' OmpA-Signaisequenz
(ssOmpA) und del' Sequenz fur den StrepTagI moglich wurde. Am 5'-Ende wurde die
Restriktionsschnittstelle EagI eingefiihrt und am 3'-Ende Ec047III. Als Template DNA diente
del' Vektor pBC-Arrestin (3.1.1.1.). Das -1,2 kb PCR-Produkt wurde in den Vektor
pCR-Script (Anhang) zwischenkloniert und die Randbereiche durch Sequenzierung verifiziert
(Auftragssequenzierung, Fa. GATC). Im mittleren Bereich war ein Austausch mit
wildtypischen Sequenzen erforderlich. Zunachst wurde das PCR-Produkt libel' die
Restriktionsschnittstellen EagI und Ec047llI aus dem Vektor pCRScript ausgeschnitten, und
in den mit BsaI (in diesem Fall kompatibel mit Eagl) und Ec047III aufgeschnittenen und
dephosphorylierten Vektor pASK75 ligiert (Konstrukt 45.4). Del' Austausch nicht
sequenzierter Bereiche wurde wie beim Konstrukt 44.4 beschrieben durchgefiihrt und
resultierte im Konstrukt 60.7.
Die Vektoren 59.7 und 60.7 wurden durch Schneiden mit Restriktionsenzymen uberpruft und
zur Expression in den E. coli Stamm BL21::DE3 [plysS] transformiert (Klone 59.7 und 60.7).
3.1.3.3. Expression und Reinigung von Arrestin-StrepTagI
Die Kultivierung del' Expressionskulturen (2.5.) erfolgte bei 30°C und einer Induktionszeit
von 3 h (Handbuch des Expressionssystems, Biometra). Die Kulturen des Klons 59.7 (ohne
Signalsequenz) wuchsen zu einer OD60o von -2,5 heran, die des Klons 60.7 (mit ssOmpA)
hatten am Ende del' Expressionszeit die Zellzahl in etwa nul' verdoppelt. Die Expression von
Arrestin mit anschlieBender Sekretion ins Periplasma hemmt das Wachstum del' Zellen
entscheidend. Vorstellbar ist, daB durch Erkennung eines Stop-Transfer-Motifs innerhalb del'
Polypeptidkette von Arrestin das Protein in del'Plasmamembran steckenbleibt.
Die Uberexpression und Lokalisation von Arrestin-Strep'I'agl wurde in verschiedenen
Zellkompartimenten und Fraktionen kontrolliert. Die periplasmatische Fraktion (2.5.2.), erster
und zweiter Uberstand, sowie das Pellet nach del' zweiten Extraktion (2.5.) wurden mit
SDS-PAGE (2.8.1.) und Westernblots (2.8.3.) analysiert:
In beiden Konstrukten, d.h, unabhangig vom Vorhandensein del' OmpA Signalsequenz laBt
sich im Periplasma del' Zellen nach Westernblotanalyse eine geringe Menge an Arrestin
detektieren (Abb. 3.5. Spuren 9, 10). Dies ist durch geplatzte Protoplasten bei del' Herstellung
del' Periplasmafraktion zu erklaren. Die OmpA Signalsequenz im Klon 60.7 bewirkte
demnach keine Sekretion von Arrestin-Strcp'I'agl ins Periplasma. Anzunehmen ist jedoch,
daB ein Transport des exprimierten Proteins zumindest zum Teil stattgefunden hat, welcher
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fiir die Zellen toxisch war. Sowohl im Cytoplasma (erster Uberstand) als auch nach
Reextraktion des Pellets (zweiter Uberstand) lassen sich im Westernblot in beiden Klonen
Iosliche Anteile an Arrestin-StrepTagI finden (Abb, 3.5. Spuren II, 12 und 13, 14), del'
Hauptteil bleibtjedoch im Pellet lokalisiert (Abb. 3.5 Spuren 15, 16). Das Coomassie gefarbte
SDS-Gel zeigt (entsprechend zur MRGS-6His-Fusion, 3.1.2.) auf del' Hohe von etwa 50 kDa
in den Uberstanden (Klone 59.7 und 60.7) sowie dem Pellet des Klons 60.7 nul' eine
schwache Proteinbande (Abb. 3.5 Spuren 2, 5, 6), das Fusionsprotein HiEt sich lediglich im
Westernblot identifizieren (Abb. 3.5 Spuren 11, 12, 15).
Trotz del' geringeren Zellmasse von Klon 60.7 (fur Sekretion ins Periplasma) war nach
Expression die absolute Menge an Arrestin-Strep'I'agl in den Zellen hoher als in den Zellen
des Klons 59.7 (vergleiche jeweils Spur II und 12,13 und 14 sowie 15 und 16 in Abb, 3.5.).
Die Reinigung von Arrestin-Strep'Tagl aus den Uberstanden erfolgt mit den entsprechenden
Puffern mittels Streptavidin-Sepharose (2.9., Tab. 2.6.). Aus erstem und zweitem Uberstand
konnte mittels Streptavidin-Sepharose Arrestin-StrepTagI gereinigt werden. Das eluierte
Fusionsprotein war stark mit E. coli Proteinen verunreinigt (Abb, 3.5. Spuren 3, 7).
Nach Umpuffem und Konzentrieren del' Eluatfraktionen zeigte sich auch hier die Instabilitat
des in E. coli exprimierten Proteins Arrestin. Ein GroBteil des Proteins, vornehmlich jedoch
beim Klon 60.7, fiel auf del' Konzentratormembran aus. In den Spuren 4 und 8 del' Abb. 3.5.
sind konzentrierte Proben dargestellt. Im Vergleich zu den Eluaten laBt sich keine
Konzentrierung erkennen, es sind equivalente Volumina aufgetragen.




1. Pellet; j 2. Uberstand 1;3. Bluat 3;4. konzentriertes Bluat;
10. Pcriplasma; 12. Uberstand I; 14. Ubcrsrand 2; 16. Pellet
5. Pellet; ; 6. Uberstand 1:7.Bluat 3: 8. konzentriertes Eluat;
9. Periplasma; 11. Uberstand I; 13. Ubcrstand 2; 15. Pellet
Proben des Klons 60.7 (ssOmpA-Arrcstin-StrepTagI):
Abbildung 3.5.: Proben der Arrestin-Strep'I'ag I Expression und Reinigung in Coomassie gefllrbten 12%igen
SDS Gelen (1-8) bzw. Westemblots nach Colorimetrischer Detektion tiber SA-AP Konjugat (9-16). In den Spuren Mist die
IOkDa Ladder aufgetragen.




Funktionalitat von in E. coli exprirnierten Arrestinen
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der
Die aus den Klonen 59.7 und 26.3 gewonnene Arrestinlosung minderer Reinheit wurde im
Zentrifugations-Bindungs-Assay (2.14.) eingesetzt. Mit diesem Assay wurde die Bindung von
Arrestin an phosphoryliertes Rhodopsin in Abhangingkeit von del' Belichtung bestimmt. Es
wurden pro Ansatz -100 nM Arrestin-StrepTagI bzw, MRGS-6His-AITestin und -20 IlM
PMBs in 100 III Gesamtvo1umen eingesetzt. Die Belichtung erfo1gte 10 min auf einem
Lichttisch. Del' Test zeigt im SDS-Ge1 und Westernblot fo1gendes Ergebnis: Bei Belichtung
HiBt sich del' Hauptteil des eingesetzten Arrestin-StrepTagI im Pellet lokalisieren (Abb. 3.6.
Spuren A:l, 3, 5 und 7), im Dunkeln bleibt del' grofste Teil im Uberstand (Abb. 3.6. Spuren
A:2, 4, 6 und 8). Wenn man die im Pellet detektierbaren Mengen im Dunkeln und nach
Belichtung vergleicht, so ist del' Anteil, del' nach Belichtung bindet groBer als nach
Dunkelinkubation.
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Abbildung 3.6.: Bindungsverhalten von Arrestin-StrepTagI (Klon 59.7) und MRGS-6His-Arrestin (Klon 26.3)
im Vergleich zurn Arrestin aus dcru Rinderauge anPMBs im Zentrifugations-Bindungs-Assay. Dargestellt sind Spuren aus
Westernblots nach Chemolumineszenz-Detektion tiber polyklonale anti-Arrestin Antikorper (1-4) sowie Spuren von
Coomassie gefarbten 12%igen SDS Gelen (5-8). 1., 5. Uberstand nach Belichtung; 2., 6. Uberstand im Dnnkeln;
3., 7. PMB-Pellet nach Belichtung; 4., 8. PMB-Pellet im Dunkeln
A: Arrestin-StrepTagI (Klon 59.7): B: MRGS-6His-Arrestin (Klon 26.3); C: Arrestin aus dem Rinderauge
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FUr das MRGS-6His-Arrestin ergibt sich ein anderes Resultat. Unabhangig von del'
Belichtung ist das eingesetzte Protein vollstandig im Pellet zu finden (Abb. 3.6. Spuren B: 3,
4,7, 8) wobei del' Uberstand frei von Protein ist (Abb. 3.6. Spuren B: 1,2,5, 6).
Die Resultate dieses Aktivitatstests lassen sich folgendermaflen interpretieren:
Arrestin-StrepTagI bindet wie das wildtypische Arrestin (Abb. 3.6. Spuren ~) nach
Belichtung an phosphoryliertes, und lichtaktiviertes Rhodopsin. Die beobachtete Bindung im
Dunkeln deutet auf zumindest teilweise unspezifische Bindung oder Prazipitation des Proteins
hin. Das MRGS-6His-Arrestin ist vollstandig prazipitiert oder unspezifisch an die
Membranen gebunden.
Die Resultate zeigen, daB die Expression von teilweise aktivem Arrestin in E. coli moglich
ist. Die Proteinausbeute ist jedoch gering, da del' Hauptanteil unloslich ist und in del'
Pelletfraktion verbleibt, bzw. wahrend del' chromatographischen Reinigung prazipitiert.
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3.2. Uberexpresslon von Arrestin in Saccharomyces cerevisiae
S. cerevisiae eignet sich als eukaryotischer Expressionsorganismus, da die Hefe wie andere
Eukaryoten im Gegensatz zu Bakterien z.B, typische Organellen und einen Sekretionsapparat
besitzt. Als einzelliger Organismus hat sie eine vergleichbare Wachstumsrate mit del' von
Prokaryoten. So lassen sich Hefen einfach und in anspruchslosen Medien in groBen Mengen
kultivieren. Eine Vielzahl von molekularbiologischen und biochemischen Methoden sind ftir
diesen Organismus verfiigbar, wobei die Entwicklung von Plasmid-Vektor Systemen
(Sikorski & Hieter, 1989; Silar & Thiele, 1991) und die Transformation mit exogener DNA
(Meilhoc, 1990; Schiestl & Gietz, 1989) hervorzuheben sind.
ill S. cerevisiae werden Expressionsraten erreicht, die vergleichbar mit den hochsten
Expressionraten in E. coli sind. Die Expression im S. cerevisiae-System war fUr verschiedene
Arten von Proteinen, wie losliche cytoplasmatische Proteine, integrale Membranproteine und
auch sekretorische Proteine erfolgreich (Valenzuela et al., 1982; Brake et al., 1984;
Lang-Hinrichs et al., 1994; Mollaaghababa et al., 1996; Lanfermeijer et al., 1998;
Dhanabal et al. 1999). Viele fur die biologische Funktion eines Proteins essentielle post-
translationale Modifikationen sind mit einem Hefe-Expressionssystem moglich, Die
Prozessierung von cytoplasmatisch exprimierten Proteinen wie z.B. Acetylierung des
N-TemIinus nach Entfernung des N-terminalen Methionins ist moglich (Kendall et al., 1990).
Del' Verlust des Zielproteins durch Proteolyse stellt jedoch wie in jedem heterologen
Expressionssystem eine groBe Hurde dar. In del' Hefe gibt es eine groBe Anzahl von Proteasen
die in verschiedenen Kompartimenten lokalisiert sind. Die verschiedenen Endo- und
Exoproteinasen del' Vakuole z.B, bekommen beim ZellaufschluB Kontakt zu den
cytoplasmatischen Proteinen und somit dem heterologen Protein (BUll', 1990; Jones, 1991).
Fur eine erfolgreiche heterologe Expression in Hefen sollte das Produkt stabil und (fur die
Hefe) nicht toxisch sein, sowie in ausreichender Menge produziert werden. Die Stabilitat des
Zielproteins kann von del' Wachstumsphase del' Zellen abhangen, da Proteasen erst in
bestimmten Wachstumsphasen del' Hefen induziert werden (Jones, 1983; Moehle et al., 1987).
Es kann daher einen Zeitpunkt maximaler Konzentration des heterologen Proteins geben.
Durch Entkopplung des Wachstums (Vermehrung del' Biomasse) von del' Expression konnen
toxische Einflusse und Beeinflussung des Wachstumsverhaltens durch das heterologe Protein
vermindert werden. Eine solche Entkopplung ist durch regulierbare Transkriptionssysteme in
Hefe gegeben. Die Regulation wird bei den meisten verwendeten Systemen durch die
Kohlenstoffquelle vermittelt.
Die in diesel' Arbeit benutzten Hefe- E.coli Shuttle-Vektoren basieren auf dem natiirlichen
2-flm Plasmid del' Hefe, das eine hohe Kopienzahl und somit eine stabile Propagierung
vermittelt. Fur die maximale Expression eines geklonten Gens in S. cerevisiae ist diese Art
von Vektor optimal. (Rose & Broach, 1990; Futcher & Cox, 1984; Murray & Szostak, 1983).
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Unter Wachstumsbedingungen die selektiv fill' das Plasmid sind, machen die Plasmid-
tragenden Zellen ungefahr 60 % bis 95 % del' Zellpopulation aus. Dies hangt speziell vom
jeweiligen Plasmid und dem verwendeten Selektionsmarker ab (Jayaram et al., 1983;
Murray & Szostak, 1983). Die Sequenz des in den Vektor klonierten Gens hat ebenfalls einen
direkten EinfluB auf die Plasmidstabilitat in del' Zelle (Armstrong et a!., 1989). Die
Kopienzahl Yon, auf dem 2-llm Plasmid basierenden Standard-Vektoren, liegt unter
Uracilmangel meist bei etwa 10 bis 40 Kopien pro Zelle. Das Markergen VRA3 del' Plasmide
ist vomehmlich fur die Selektion auf transformierte Zellen wichtig. Del' fur die Kopienzahl
entscheidende Marker abel' ist das mit verkurztem abel' funktionalem Promotor nul' gering
exprimierte Allel von LEV2, leu2-d (Erhard & Hollenberg, 1983). Dieses bewirkt unter
Leucinmangel eine Vermehrung des Plasmids auf bis zu 200 - 300 Kopien pro haploidem
Genom. Die Stabilitat des Vektors wird verbessert und eine erhohte Expression erreicht
(Futcher & Cox, 1984).
3.2.1. Allgemeine Beschreibung des Vektors pEG-KT
Zur Konstruktion dieses Vektors wurde unter anderem das GST-Gen aus
Schistosoma japonicum in den Vektor pEMBLyexT7 (Baldari et a!., 1987) kloniert, so daB
GST-Fusionsproteine erzeugt werden konnen (Mitchell et al., 1993). Zur Abspaltung des
Zielproteins yom Nsterminalen GST-Anteil ist die Sequenz fill' eine Thrombinschnittstelle
enthalten. Nach Abspaltung ist das Zielprotein lediglich N-terminal urn 2 Aminosauren
verlangert (NHz-Gly-Ser). Das Fusionsgen (GST + kodierende Sequenz des Zielproteins)
steht unter Kontrolle des CYCI Promotors mit einer durch Galaktose induzierbaren "upstream
gcrivator ~equence" (GAL1-IOVAS) (Guarente & Ptashne, 1981). Diesel' Hybrid-Promotor
wird durch die Hexose Galaktose aktiviert, jedoch durch Glukose katabolisch reprimiert
(Giniger et a!., 1985). Urn eine schnelle Induktion dieses Promotors zu gewahrleisten, darf die
Kultivierung del' Zellen VOl' Induktion daher nicht auf Glukose stattfinden.
Die Gene del' Galaktose Verwertung werden in Abwesenheit von Glukose und in
Anwesenheit von Galaktose induziert. Das Modell del' Galaktose Regulation beinhaltet
sowohl positive als auch negative Kontrollelemente. In Anwesenheit von Galaktose bindet del'
GAL4-Aktivator an seine Erkennungssequenz und aktiviert die Expression del' Galaktose
abbauenden Enzyme. Del' GAL80-Repressor bindet in Abwesenheit von Galaktose an den
C-Terminus des Aktivatorproteins GAL4. Dadurch kann del' GAL4-Aktivator die Expression
nicht aktivieren. Es findet eine "Maskielung" del' Aktivierungsdomane des Aktivators unter
reprimierenden Bedingungen statt (Hopper et a!., 1978; Oshima, 1982; Johnston, 1987;
Johnston et a!., 1987).
3.2.1.1.
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KIonierung von Arrestin in den Vektor pEG-KT
Die kodierende Arrestin Sequenz wurde aus den Konstrukten 9.13 (Arrestin im Vektor
pGEX-4T-1, 3.1.1.1.) und 26.3 (Arrestin im Vektor pQE30, 3.1.2.1.) in den
Expressionsvektor pEG-KT (Anhang) umkloniert. Del' Vektor 9.13 wurde zunachst partiell
mit BamHI verdaut (3.1.1.1.) wobei das entstehende -1 kb Fragment isoliert wurde. Del'
Vektor 26.3 wurde mit SalI verdaut und das entstehende -800 kb Fragment isoliert,
Zuerst wurde das -1 kb BamHI-Fragment in den mit BamHI aufgeschnittenen und
dephosphorylierten Vektor pEG-KT ligiert und die Orientierung uberprttft (Konstrukt 23.3).
Dieses Konstrukt wurde nun mit dem Enzym SalI geschnitten, dephosphoryliert und mit dem
-800 bp Fragment aus dem Vektor 26.3 Ilgiert (Konstrukt 30.3, durch Schneiden mit
Restriktionsenzymen verifizicrt),
Del' Vektor 30.3 beinhaltet das Arrestin Gen von -1,2 kb im gleichen Leseraster wie das
GST-Gen zwischen den Restrikrionsschnittstellen BamHI und SalI des Polylinkers im Vektor
pEG-KT. Zur Expression wurde del' Vektor 30.3 in den Stamm F11 transformiert (Klon 30.3,
GST-Arrestin).
3.2.2. Allgemeine Beschreibung des Vektors pYEX-BX
Del' Expressionsvektor pYEX-BX (Anhang) basiert auf dem Plasmid pYEULC (Macreadie et
al., 1991) und wurde fur "high-level" Expression von nativen Proteinen in Hefe entwickelt.
Del' Cu2+-induzierbare CUP1 Promotor des Hefe Metallothionein Gens steuert die Expression
des kodierten Proteins (Macreadie et al., 1989). Del' CUP1-Promotor ist nieht durch den
Kohlenstoffstoffwechse1 del' Hefe beeinfluBt und ermoglicht somit eine uneingcschrankte
Wahl del' Koh1enstoffquelle bei Zellanzucht und Induktion.
Die Interaktion von toxischen Metallionen mit biologischen Systemen beeinfluBt sowohl das
Zellwachstum, a1s auch den normalen Metabolismus. Redoxaktive Metallionen wie Cu2+ sind
toxisch, da sie mit Metaboliten wie H202 oder 02 reagieren und dadurch freie Radikale
erzeugen, die auf die Zelle oxidativen StreB austiben. Kupfer ist abel' gleichzeitig ein
essentielles Element das als Cofaktor fur viele Enzyme wie z.B. die Cytochrom-e-Oxidase
dient (Thiele, 1992; Linder, 1991). Urn sich VOl' den toxischen Eigenschaften del' Metallionen
zu schtitzen produzieren Zellen Metallothioneine. In S. cerevisiae gibt es das
Metallothioneingen CUP1 (Hamer, 1986), dessen Regulation durch Kupfer- und Silberionen
im Medium beeinfluBt wird (Hamer et al., 1985). Die Kupfer-aktivierte Transkription des
CUP1-Gens wird grobtenteils durch die Aktion von einem Kupfer bindenden Transkriptions
Aktivator Protein, ACEl oder CUP2 genannt, reguliert (Szczypka & Thiele, 1989). Nach
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einer Kupfer indnzierten Strukturanderung ist ACEI fahig, an die CUPI "gpstrcam activator
sequence" (UASCUPl) zu binden, was die Transkription aktiviert (Furst et al., 1988;
Evans et aI., 1990).
3.2.2.1. Konstruktion von MRGS·6His-Arrestin im Vektor pYEX-BX
Die kodierende Arrestin Sequenz wurde aus dem Konstrukt 26.4 (Arrestin im Vektor pQE30,
3.1.2.1.) in den Expressionsvektor pYEX-BX umkloniert. Der Vektor 26.3 wurde hierzu mit
den Restriktionsenzymen EeoRI und HindIII verdaut und die Einzclstrangtiberhange
enzymatiseh entfernt. Der Vektor pYEX-BX wurde mit Pstl aufgesehnitten, die
Einzelstranguberhange ebenfalls entfernt und das -1,2 kb Fragment in den linearisierten,
dephosphorylierten Vektor pYEX-BX ligiert. Die Orientierung wurde iiberpriift (Konstrukt
47.7). Im Konstrukt 47.7 stehen nun die kodierenden Sequenzen flir MRGS-6His-Arrestin im
Vektor pYEX-BX unter der Kontrolle des CUPI-Pl'Omotors. Zur Expression wurde der
Vektor 47.7 in die Stamme Fll (Klon 47.7, MRGS-6His-Arrestin), YPH500, BJ2168, und
BJ2407 transformiert.
3.2.2.2. Konstruktion von Arrestin-6His im Vektor pYEX-BX
Mit den PCR-Primern #6 und #12 (2.7.6.1.) wurde die kodierende Sequenz des Arrestin Gens
dureh PCR amplifiziert, als Template DNA diente das Konstrukt 9.13 (Arrestin im Vektor
pGEX-4T-l, 3.1.1.1.). Mittels der PCR-Primer wurde am 5'Ende die Restriktionssehnittstelle
EeoRI eingeflihrt. Am 3'Ende wurden die Sequenzen flir das 6His-Peptid und eine EeoRI
Sehnittstelle angehangt, Das -1,2kb PCR-Pl'Odukt wurde in den Vektor pCR-Blunt
zwisehenkloniert und dureh Sequenzierung verifiziert (Konstrukt LPCR8.l6). Die
Umklonierung in den Expressionsvektor pYEX-BX erfolgte iiber die EeoRI Sehnittstellen.
Die Orientierung des Fragmentes wurde dureh Sehneiden mit Restriktionsenzymen iiberpriift
(Konstrukt 73.2). Das Konstrukt 73.2 wurde zur Expression in den S. cerevisiae Stamm Fll
transformiert (Klon 73.2, Arrestin-6His).
3.2.2.3. Konstruktion von Arrestin-StrepTagII im Vektor pYEX-BX
Die kodierende Sequenz des Arrestin Gens wurde mit den PCR-Primem #7 und #12 (2.7.6.1.)
mittels PCR amplifiziert. Am 5'Ende wurde die Restriktionssehnittstelle EeoRI eingefiihrt,
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und am 3'Ende die Sequenzen fiir den Strep-TagH und eine EeoRI Sehnittstelle angehangt.
Ais Template DNA diente del' Klon 9.13 (Arrestin im Vektor pGEX-4T-I, 3.1.1.1.). Das
-1,2 kb PCR-Produkt wurde im Vektor pCR-Blunt zwisehenkloniert und dureh
Sequenzierung verifiziert (Konstrukt LPCR7.12). Die Umklonierung in den
Expressionsvektor pYEX-BX erfolgte tiber die EeoRI Sehnittstellen mit ansehlieBender
Uberprufung del' Orientierung des Fragmentes dureh Sehneiden mit Restriktionsenzymen
(Konstrukt 72.6). Das Konstrukt 72.6 wurde zur Expression in den S. cerevisiae Stamm Fll
transformiert (Klon 72.6, Arrestin-Strep'I'agll),
3.2.2.4. Konstruktion von Arrestin-GST im Vektor pYEX-BX
Die hier besehriebene Klonierungsstrategie ist im Anhang sehematiseh dargestellt. Die im
Text angegeben Nummern [1·10] beziehen sieh auf diese Darstellung.
Die Fusionierung del' kodierenden Sequenzen von Arrestin mit den GST-Sequenzen wurde
mittels PCR (2.7.4., Strategie C) unter Verwendung des Vektors 9.13 (Arrestin im Vektor
pGEX-4T-l, 3.1.1.1., [1]) als Template durehgefiihrt. Es wurden jeweils parallel die
PCR-Primer #14 und #16 bzw, #15 und #17 (2.7.6.1.) kombiniert und die PCR-Produkte
diesel' Reaktionen [2] als Template del' Foige-PCR zusammen mit den PCR-Primern #15 und
#16 eingesetzt. Die Primer #14 und #17 wurden zueinander komplemcntar gewahlt und
dienten zur Einftlhrung del' Sequenzen fiir die Thrombinsehnittstelle. Del' Primer #15 befand
sieh im Bereich del' XhoI Sehnittstelle (bei -750 bp) komplementar zur Arrestinsequenz, Am
Ende von GST fiihrte del' Primer #16 eine EeoRI Restriktionssehnittstelle ein.
Das entstandene -I,2kb PCR Produkt wurde in den Vektor pCR-Blunt kloniert (Konstrukt
LPCR 32.1) [3]. Naeh Seqnenzierung wurde diesel' Vektor mit den Restriktionsenzymen
EeoRI und XhoI gesehnitten und das entstandene -1,2 kb Fragment isoliert [3]. Parallel dazu
wurde das Konstrukt LPCR8.16 (Arrestin-6His-Konstrukt in pCR-Blunt, [4]) mit den
Enzymen EeoRI und Sail verdaut und das entstehende -800 bp Arrestin-Fragment isoliert
[4]. Dieses Fragment wurde ansehlieBend in korrespondierende Sehnittstellen des Vektors
pUC18 ligiert (Konstrukt 98.24, [5]). Del' Vektor 98.24 wurde nun mit XhoI und BeoRI
verdaut, wobei ein -500 bp Arrestin-Fragment ausgesehnitten wurde [5]. Im Austauseh zu
diesem -500bp Fragment wurde das aus dem Konstrukt LPCR32.1 gewonnene -1,2kb
Fragment mit dem aufgesehnittenen Vektor 98.24 ligiert (Konstrukt 99.4, [6]). Del' Vektor
pUCI8 enthalt nun die Fusion del' Gene von Arrestin und GST, wobei jedoeh die ersten
-440 bp des Arrestins fehlen. Zur Uberfuhrung del' Genfusion in den Expressionsvektor
pYEX-BX wurde das -1,5 kb groBe EeoRIISall-Fragment in entspreehende Sehnittstellen des
Vektors pYEX-BX ligiert (Konstrukt 100.1, [7]).
76 ERGEBNISSE
Fur die Vervollstandigung des Arrestin Gens wurden die im folgenden beschriebenen Schritte
durchgeflihrt: Mit den Enzymen XbaI und XhoI wurde aus dem Konstrukt 73.2 (Arrestin-6His
in pYEX-BX) ein -1 kb Fragment isoliert [8]. Dabei schneidet XbaI im Vektor pYEX-BX
und XhoI an bp750 des Arrestin Gens. Parallel dazu wurde das Konstrukt 100.1 ebenso
geschnitten, wobei ein -600 bp Fragment entsteht [9]. 1m Austausch zu diesem -600 bp
Stuck wurde das -1 kb Fragment aus dem Vektor 73.2 mit dem Vektorfragment des
Konstruktes 100.lligiert (Konstrukt 88.1, [10]).
Del' entstandene Vektor 88.1 stellt das Endkonstrukt dar. Mittels PCR und verschiedenen
Klonierungen wurde "downstream" an das Arrestin Gen das GST-Gen fusioniert. Die beiden
Gene wurden libel' die Sequenzen flir eine Thrombinschnittstelle miteinander verbunden. Zur
Expression wurde del' Vektor 88.1 in den Stamm Fll transformiert (Klon 88.1,
Arrestin-GST).
3.2.3. Auswahl des S. cerevtstae Expressionsstammes sowie der
Expressionsbedingungen
Zur Ermittlung der optimalen Expressionsbedingungen wurden die Parameter
Expressionsstamm, Kulturmedium, KohlenstoffqueIle und Induktionsparameter variiert.
Die Wahl des Expressionsstammes hat EinfluB auf die heterologe Expression eines Proteins
(Fleer, 1992; De Baetselier et aI., 1991). Die Eignung eines Stamms wird u.a. durch den
verwendeten Expressionsvektor und dessen Regulations-System bestimmt. In dieser Arbeit
wurden zwei verschiedene Vektoren verwendet, wobei entweder del' GAL-CYC-Promotor
oder der CUP1-Promotor enthalten ist (3.2.1, 3.2.2.). Es stehen verschiedene S. cerevisiae
Stamme als Expressionswirt zur Verfligung, wobei aIle die zur Plasmidselektion und
-amplifikation benotigten Auxotrophien ura3 und leu2-d besitzen (Genotypen der Stiimme
2.4.3.).
Von besonderem Interesse war der Stamm Fll, der die Eigenschaft haben solI, insbesondere
auf Galaktose zu sehr hohen ZeIldichten heranzuwachsen (F. Becker, pel's. Mitteilung). Diesel'
Stamm wurde durch Ethylmethansulfonat Mutagenese aus dem Stamm SEY6210 (Wilsbach
& Payne, 1993) erzeugt. Urn das Wachstumsverhalten dieses Stammes mit einem
YPH-Expressionsstamm (Stratagene) vergleichen zu konnen, wurde aufgrund des gleichen
Paarungstyps del' Stamm YPH500 gewahlt, beide Stamme sind Mat a.
Die aus dem YGSC (Yeast Genetics Stock Center, MCBlBiophysics and Cell Physiology
University of California, Berkeley) bezogenen Stamme BJ2168 (Mat a) und BJ2407
(Mat ala) sind aufgrund ihrer multiplen Proteasedefizienz von groBem Interesse, urn die
Proteindegradation in del' Zelle, besonders beim ZellaufschluB zu minimieren. Als
ERGEBNISSE
hauptsachlich aktive Protease nach ZellaufschluB ist ill vitro die Endoprotease "Protease B"
(PrB) del' Vakuole anzusehen. Eine Eliminierung der PrB durch Mutation resultiert in del'
Stabilisierung vieler Proteine und kann die Ausbeute verschiedener Genprodukte
entscheidend verbessern (Jones, 1990; Emr, 1990). Proteolytische ill vitro Artefakte werden
u.a. durch Hitze und SDS verstarkt, wei! dadurch z.B. die PrB von ihrern Inhibitor befreit und
somit aktiviert wird (Jones, 1990; Jones, 1991; Pringle, 1975; Ulane & Cabib, 1974). Somit
kann sich z.B, auch das allgemeine Bandenmuster von Proteinextrakten im Coomassie
gefarbten SDS-Gel andern.
3.2.3.1. Wachstumsverhalten verschiedener S. cerevisiae Stiimme in Abhiingigkeit
von Medium und Kohlenstoffquelle
Die Induktion der heterologen Expression in einer Wachstumsphase mit hoher Zelldichte
kombiniert den Vorteil der guten Verwertung del' Medienbestandteile mit einer hohen
Ausbeute an induzierbaren Zellen. Eine Expression in der stationaren Wachstumsphase ist
abel' nachteilig, da insbesondere die verschiedenen Proteasen del' Hefe (3.2.) beim Eintritt in
die stationare Phase mindestens 100fach vermehrt produziert werden (Moehle et al., 1987).
Eine Induktion in del' Mitte del' logarithmischen Wachstumsphase scheint optimal, somit ist
unter diesem Aspekt derjenige Wirtsstamm del' geeignetste, del' moglichst spat und mit hoher
Zelldichte die stationare Phase erreicht,
Urn die Eignung del' beschriebenen Stamme fur die Verwendung mit den Expressionsvektoren
zu iiberpriifen (3.2.1., 3.2.2.), wurden Wachstumskurven unter variierenden Mediums-
bedingungen aufgenommen. Die Kultivierung wurde wie unter 2.4.1. beschrieben
durchgefiihrt und das Wachstum anhand del' OD600 in Abhangigkeit von del' Zeit verfolgt
(2.4.2.). Es erfolgte eine doppelte Probenentnahme pro Kolben, del' Mittelwert wurde fur die
Auswertung verwendet und ist dargestellt, Die Kulturen wurden mit einer OD600 von jewei!s
etwa 0,05 gestartet und in folgenden Medien 55 h inkubiert:
YP mit:
SC mit:
2 % Glukose (YPD)
2 % Glukose (SD)
oder 2 % Galaktose (YPG)
oder 2 % Galaktose (SG)
Das Wachstum in Vollmedium war bei allen Stammen unabhangig von del' getesteten
Kohlenstoffquelle sehr gut, es wurden nach 52 heine OD600 zwischen 10 und 25 erreicht,
Somit sind fUr Expression in Vollmedium aile getesteten Stamme geeignet. Entscheidend fur
die Stammauswahl war abel' das jeweilige Wachstum auf Minimalmedium, da die
Expressionskulturen fur Proteinreinigungen in Selektionsmedium ohne Leucin angezogen
wurden (2.6.; 3.2.3.2.).
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Die Abb. 3.7. zeigt das Wachstum der verschiedenen Stamme auf SD-Medium. Der Stamm
YPH500 zeigt das fur die Expression ungiinstigste Wachstum unter diesen Bedingungen.
Bereits beim Erreiehen einer OD600 von 3,5 war die stationare Phase erreicht, somit ist unter
diesen Bedingungen keine groBe Biomasse erzeugbar. Der Vergleich der beiden Protease
defizienten Stlimme untereinander, zeigt eindeutig ein besseres Wachstum des haploiden
Stammes BJ2168. Dieser Stamm erreicht bei einer OD600 von 11 die stationare Phase. Der
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Abbildung 3.7.: Wachstum der verschiedenen Hefestdmme anf Sfx-Minimalrnedium.
Tabellarisch dargestellt sind die aus Dcppelbestimmungen gemittelten MeBwerte der OD600• Graphisch ist die
OD6OQ linear in Abhhngigkeit von der Zeit dargestellt.
Der Stamm F11 zeigte erwartungsgemliB (3.2.3.) das schnellste Wachstum auf SD Medium.
Bereits nach 20 h war die stationlire Phase mit einer OD600 von 10 erreicht. Jedoch ist
anzumerken, daB die Zellen des Stammes F!! bei Wachs tum auf Glukose groBe Zellaggregate
bilden, welche sich ohne Schiitteln im Kolben sehr schnell absetzen. Anzunehmen ist, daB
dadurch sowohl das Zellwachstum beeinfluBt, als auch die OD600-Messungen verfalscht
werden. Die groBen Zellaggregate gewahrleisten unter Umstanden keine ausreiehende
Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und Nlihrstoffen. Dieser Faktor wiirde auch die
heterologe Expression beeinflussen, z.B, dadurch, daB die induzierende Substanz nur schlecht
oder gar nieht in die Zellaggregate eindringen kann. Somit wliren in einer solchen Kultur nur
ein Teil der Zellen induziert und zur Expression befahigt.
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Fiir eine Kultivierung auf Glukose mit anschlieBender Expression eignen sich von ihren
Wachstumseigenschaften nur die Protease defizienten Stlimme. Sie Iiefern unter diesen
Bedingungen eine ausreichende Biomasse.
Abb. 3.8. zeigt das Wachstum del' beschriebenen Stamme auf SO-Medium. Es ist eindeutig zu
erkennen, daB der Stamm Fll als einziger zu einer Zellmasse heranwlichst, die fur eine
Expression geeignet ist. Die stationlire Phase war erst bei einer OD6OQ von 13 erreicht. Die
iibrigen Stamme erreichten die stationare Phase bereits bei einer OD6oo von etwa 2 bis 4.
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Abbildung 3.8.: Wachstum der verschiedenen Hefestamme auf SG-Minimalmedium.
Tabellarisch dargestellt sind die aus Doppelbestlmmungen gemittelren MeBwerte der OD6OQ' Graphisch ist die
OD 600 linear in Abhangigkeit von decZeit dargestellt.
Somit ergibt sich, daB Anzucht und Expression auf Minimalmedium mit Oalaktose am
sinnvollsten mit dem Stamm Fll ist. Bei Glukose als Kohlenstoffquelle ist diesel' Stamm
aufgrund del' beschriebenen Eigenschaft del' Zellaggregatbildung nicht geeignet. Bei
Verwendung von Minimalmedium ist del' Stamm YPH500 prinzipiell schlecht geeignet, dies
ist unabhangig von del' Kohlenstoffquelle. Anzunehmen ist, daB das fruhe Eintreten in die
stationlire Phase dieses Stammes durch seine Adenin-Auxotrophie bestimmt wird. Die
Protease defizienten Stlimme BJ2168 und BJ2407 sind ausschlieBlich ftlr die Kultivierung auf
Minimalmedium mit Olukose geeignet.
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3.2.3.2. Vergleich der Arrestln-Expresslonsraten in Vollmedium sowie unter
Selektionsdruck in Mlnimalmedium
Die Stabilitat und Kopienzahl des Vektors unter den gegebenen Anzuchtbedingungen ist fur
eine hohe Expressionsrate entscheidend. Vollmedium hat den Vorteil der Versorgung von
Hefezellen mit allen Nahrstoffen und somit die Garantie eines optimalen Wachstums.
Minimalmedium ohne Uracil oder Leucin gewahrleistet die SeIektion auf Zellen mit Plasmid,
bietet abel' eine schlechtere Nahrstoffversorgung,
Um die Eignung von Vollmedium fur die Expression mit den Vektoren pYEX-BX und
pEG-KT zu iiberprlifen, wurden Testexpressionen im kleinen MaBstab (5 ml) durchgefiihrt.
Dabei wurden die Medien SC ohne Leucin und YP verglichen. Die Expression del' Konstrukte
47.7 (MRGS-6His-Arrestin in pYEX-BX) und 30.3 (GST-Arrestin, pEG-KT) wurde in den
Stammen Fll, YPH500, BJ2168 und BJ2407 iiberpriift. Die Stamme ohne Vektoren wurden
als Negativkontrolle unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Die Hauptkulturen wurden
aus UN VorkuIturen auf eine 00600 von etwa 1,5 angeimpft und nach einer Inkubation von
1 h induziert. Die VorkuIturen fur die Expression del' Konstrukte 47.7 wurden auf Glukose
angezogen, die fur die Expression der Konstrukte 30.3 auf Raffinose (3.2.1.). Nach
Inkubation UN unter induzierenden Bedingungen wurden die Zellen geerntet und
Gesamtzellextrakte (2.6.2.) hergestellt. Die Analyse der Proben erfolgte im Westernblot
(2.8.3.). In Abb. 3.9. ist die Auswertung fur das Konstrukt 47.7 dargestellt.





Abbildung 3.9.: Gesamtzellextrakte der Expression vom Konstrukt 47.7 (MRGS-6His-Arrestin) im
Westernblot nach Inkubation mit dem polyklonalen anti-Arrestin Amikorper und entsprechendem Sekundarantikorper. Die
Detektion erfolgte durch Chemolumineszenz. A. Filmexposition fiir 1 h; B Filmexposition ON;
Expression auf Vollmedium (YP): Spuren 1, 3, 5, 7, 9;
Expression auf Minimalmedium (SC): Spuren 2, 4, 6, 8, 10;
1.,2. StammFII (Negativkontrolle); 3., 4. Stannn FII; 5., 6. Stamm YPH500; 7., 8. Stamm BJ2168; 9., 10. Stamm BJ2407
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In fast allen Spuren detektierte der anti-Arrestin Antikorper im Molekulargewichtsbereich von
etwa 30 kDa eine Bande. Diese istjedoch auch bei der Ncgativkontrolle vorhanden (Abb. 3.7.
Spuren 1, 2), so daB es sich um eine Kreuzreaktion des Antikorpers mit Hefeprotein handeln
muB.
Der Westernblot zeigt deutlich, daB nur auf Minimalmedium in den Stammen YPHSOO und
Fll eine gut detektierbare Menge an rekombinantem Arrestin exprimiert wurde (Abb. 3.9.
A, B Spuren 4, 6), wobei die Expressionsrate in Fl l etwas hoher zu sein schien. Bei Iangerer
Exposition des Westernblots wird die Bande in Abb. 3.9. Spur 8 (SC beim Stamm BJ2168)
eindeutig erkennbar, die Expressionsrate liegt aber weit unter der der Stamme YPHSOO und
Fll. Bei Vollmedium IaBt sich nur nach sehr langer Filmexposition des Blots eine
Uherexpressionsbande in den Stammen Fll (Abb. 3.9. Spur 5), YPHSOO (Abb. 3.9. Spur 3)
und BJ2168 (Abb, 3.9. Spur 7) erkennen. Der Stamm BJ2407 zeigt unabhangig vom Medium
keine detektierbare Expression (Abb. 3.9. Spuren 9, 10).
Aufgrund der hier dargestellten Resultate sind die Protease defizienten Stamme nicht fur die
Expression von Arrestin geeignet. Ebenso ungeeignet ist die Verwendung von Vollmedium.
Der fehlende Selektionsdruck fuhrt anscheinend zu einem fast vollstandigen Verlust der
Vektoren in der Zelle.
Um den Unterschied im Expressionslevel zwischen Selektion auf Uracil und Selektion auf
Leucin zu ermitteln, wurden entsprechend den oben beschriebenen Versuchen
Expressionskulturen angezogen. Die Auswertung erfolgte ebenfalls durch Westemblotanalyse
von Gesamtzellextrakten (Daten nicht gezeigt).
Das Resultat dieser Untersuchung war, in Abhangigkeit vom Selektionsdruck, ein deutlicher
Unterschied in der Menge an detektierbarem Protein im Westernblot. Unter Uracilmagel war
die exprimierte Proteinmenge sehr gering, vergleichbar mit der nach Expression auf
Vollmedium.
3.2.3.3. Ermittlung del'Kupfertoleranz des S. cerevisiae Stammes Fll
Die Induktion des CUPI Promotors eines Vektors erfolgt immer in Abhangigkeit der
Kupfertoleranz des verwendeten Expressionsstammes, da mit zu hohen
Kupferkonzentrationen der Zellmetabolismus inhibiert wird. Zur Ermittlung der
Kupfertoleranz des Stammes Fll wurden Zellen auf SC-Agarplatten mit 0,03 roM, 0,1 roM,
0,3 roM, 0,6 roM und 1 roM CUS04 ausplattiert. Es war keine Beeinflussung des Wachstums
durch die verwendeten Kupferkonzentration festzustellen (Daten nicht gezeigt). Da die
Kupfertoleranz eines Stammes bei Wachstum auf Agarplatte etwas greBer bei Wachstum in
Fltissigkultur ist, sollte die empfohlene Kupferkonzentration von 0,5 roM fur den Vektor
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pYEX-BX (Fa. Clontech) bei einer OD600 von 5 fiir die Zellen vertraglich sein
(Etcheverry, 1990).
Tabelle 3.1.:
Konstruktl Klon in Fll Kupferionen- End-OD6oo
Konzentration
30.3, GST-Arrestin - 4,99
47.7, MRGS-6His-Arrestin 0,5mM 5,21
47.7, MRGS-6His-Arrestin 1,0mM 2,94
47.7, MRGS-6His-Arrestin 2,5mM 2,00
47.7, MRGS-6His-Arrestin 5,OmM 1,96
Erganzend wurden Wachstumsversuche des Klons 47.7 (MRGS-6His-Arrestin in Fll) in
Flussigkultur (SG) unter UN-Induktion mit 0,5 mM, 1 mM, 2,5 mM und 5 mM Kupfersulfat
durchgefuhrt, Urn eine Beeinflussung des Zellwachstums durch die Expression des
Fremdproteins ausschlieBen zu konnen, wurden im Vergleich Zellen des Klons 30.3
(GST-Arrestin irn Vektor pEG-KT) UN unter Galaktoseinduktion inkubiert. Die Kulturen
wurden zu gleichen Zelldichten (OD600 =0,1) angeirnpft. In Tabelle 3.1. ist die OD600 am
Ende del' UN Inkubationen gezeigt. Man erkennt deutlich, daB das Wachstum del' Zellen
durch 0,5 mM Kupfersulfat nicht beeinfluBt wird, die End-OD600 entspricht in etwa del'
End-OD600 des Klons 30.3 (GST-Arrestin) ohne Kupferzugabe. Hiihere Kupfersulfatmengen
beeinflussen abel' stark das Wachsturn del' Zellen.
Die Induktion des CUPI Prornotors erfolgt im Stamm Fl1 mit 0,5 mM Kupfersulfat.
3.2.3.4. Die optimierten Expressionsbedingungen
Zusatzliche Versuche, Daten nicht gezeigt, dienten del' Optimierung del' Zelldichte bei
Induktionsbeginn sowie del' Induktionsdauer,
Unter Berucksichtigung aller Experimente wurden fo1gende Bedingungen fiir




Zellanzucht auf 2 % Raffinose in SC ohne Leucin
Induktion bei einer OD600 von 5 mit 2 % Galaktose fiir 5 h
StammFll
Zellanzucht auf 2 % Galaktose in SC ohne Leucin
Induktion bei einer OD600 von 5 mit 0,5 mM CUS04 fiir 5 h
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3.3. Reinigung der verschiedenen in S. cerevisiae exprimierten
Arrestin-Fusionsproteine
Die Kultivierung von Expressionskulturen wurde nach optimierten Bedingungen durchgefunrt
(3.2.3.5.; 2.6.). ZellaufschluB und Herstellung von erstem und zweitem Uberstand erfolgten
im Puffer 10/400 unter Zusatz von Protease Inhibitoren, die genaue Beschreibung der
einzelnen Reinigungsverfahren ist in KapiteI2.9. zu finden.
3.3.1. ZellaufschluB von S. cerevtstaei EinfluB verschiedener Methoden
auf die Ausbeute an loslichem Protein
ZellaufschluB mit Glasperlen nach Spharoplastierung ist die Standardmethode fur Hefezellen
im LabormaBstab. Die fur die Spharoplastierung verwendete Zymolyase enthalt jedoch
verunreinigende Proteasen (Jones, 1991). Da Proteaseinhibitoren wahrend der langen
Inkubationszeit bei 30° C zur Spharoplastierung ihre Wirkung verlieren, werden sie erst beim
darauffolgenden ZellaufschluB mit Glasperlen zugesetzt.
Durch Westernblotanalyse von TCA-Gesamtzellextrakten (2.6.2.) wurde zunachst die
erfolgreiche Expression von Arrestin in S. cerevisiae bestatigt. Urn die Loslichkeit des
exprimiertcn Proteins zu untersuchen, erfolgte die Analyse im Westernblot von loslicher und
unloslicher Fraktion nach Sphliroplastierung und Glasperlenaufschluf (2.6.1.). Arrestin
befand sich bei diesen Versuchen jedoch stets nul' im Pellet, im Uberstand war kein
exprimiertes Arrestin nachweisbar. Anzunehmen ist, daB wahrend des Zellaufschlusses der
Verlust des Ioslichen Arrestins durch Proteolyse erfolgte.
Die French-Press bietet den groBen Vorteil des Zellaufschlusses bei Temperaturen von
0-4 °C, so daB eine Stabilitat del' zugesetztcn Proteaseinhibitoren gewahrleistet ist. Die
Westernblotanalyse von loslicher und unloslicher Fraktion nach ZellaufschluB mit del' French-
Press zeigte den Hauptanteil des exprimierten Arrestins im Uberstand und nur einen geringen
Anteil an Protein im Pellet (Daten nicht gezeigt), Dies bestatigte die Expression von Arrestin
in S. cerevisiae in loslichcr Form. Da del' ZellaufschluB nie vollstlindig ist (2.6.), wird die
Menge an anscheinend unloslichem, exprimierten Arrestin im Pellet auch durch den
ZellaufschluBgrad bestimmt. Dies bedeutet, daB nicht aufgeschlossene Zellen die
Pelletfraktion vergrofsern. AuBerdem scheinen die Zellen nach Kupferinduktion eine
verstarkte Zellwand zu besitzen und lassen sich kaum sphliroplastieren und/oder mit
Glasperlen aufschlieBen. Auch beim French-Press-Aufschluli wurde diesel' Effekt im
Vergleich zu Galaktose-induzierten Zellen beobachtet.
Die Art des Aufschlusses del' Hefezellen hatte bei del' Arrestinexpression einen starken Effekt
auf die Ausbeute an Ioslichem Protein. Zum ZellaufschluB mit nachfolgender
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Proteinreinigung wurde ausschlieBlich die French-Press verwendet, der Zusatz von
Proteaseinhibitoren schon bei der Resuspendierung des gefrorenen Zellpellets war essentielI.
3.3.2. Reinigung von Arrestin mit Modifikationen am N-Terminus nach




Im Coomassie gefarbten SDS-Gel (Abb. 3.10.) HiBt sich das Fusionsprotein GST-Arrestin
(-80 kDa) im Vergleich zum Gesamtzellextrakt von Fll Zellen nul' mit dem Vektor pEG-KT
im Gesamtzellextrakt erkennen (Abb, 3.10. Pfeil, Spuren 1, 2). Meist war abel' in
Gesamtzellextrakt, Pellet und Uberstand keine Zuordnung del' Banden auf del' Hohe von
-80 kDa moglich (Abb. 3.10. Spuren 3-5). Der Westernblot bestatigte jedoch den Hauptteil
des Fusionsproteins loslich im Uberstand (Abb.3.1O. Spur 7). Die im Pellet erkennbare
Menge kann, wie im Kapitel 3.3.1. diskutiert, durch nicht aufgeschlossene Zellen verursacht
werden (Abb. 3.10. Spur 6).
Die Elution mit 30 roM reduziertem Glutathion resultierte in praktisch reinem Fusionsprotein
(Eluate 1-6, Abb.3.10. Spuren 8-13). Die Analyse von Saulenmatcrial bestatigte eine
vollstandige Elution von der Matrix ohne Verluste von Fusionsprotein durch Prazipitation am
Saulenmaterial. GST-Arrestin lieB sich durch Ultrafiltration ohne Prazipitatbildung
konzentrieren (Abb. 3.10. Spur 14), tlber das Bradford-Verfahren wurde die Proteinmenge im
Konzentrat bestimmt (2.8.4.1.).
Zum Erhalt reinen Arrestins wurde der GST-Anteil mit 10 U Thrombin pro mg
Fusionsprotein (Herstellerangaben, Pharmacia) abgespalten. Urn den EinfluB der Temperatur
zu iiberpriifen, wurde ein Thrombinverdau-Ansatz geteilt und die resultierenden Aliquots
parallel bei 4 °C und 18°C jeweils fur 4 h inkubiert.
Die Resultate des Thrombinverdaus bei 4°C (Abb. 3.11. Spur 2) und 18°C (Abb, 3.11.
Spur 3) zeigen, daB bereits bei 4 °C eine fast vollstandige Spaltung des Fusionsproteins
erfolgte. Prozessiertes und natives Arrestin aus dem Rinderauge (Abb. 3.11. Spur 4) weisen
im SDS-Gel das gleiche Molekulargewicht auf. In Spur I der Abb. 3.11. wurde konzentriertes
Fusionsprotein aufgetragen.
Die IsoIierung des Arrestins aus dem Gemisch mit GST erfolgte mittels
Affinitatschromatographie (2.9., Tab. 2.6.). GST und ungeschnittenes Fusionsprotein haben








Abbildung 3.10.: Gesamtzellextrakte, lOsliche und unlosllche Fraktionen des Klons 30.3 (GST-Arrestin, Stamm
FlI), sowie Eluate von GST-Arrestin. Dargestelit sind Coomassie gefarbte 12%ige SDS Gele (Spuren 1-5, 8-14) und
Western Blots (Spuren 6,7). Die Western Blots wurden mit polyklonalem anti-Arrestin Antikorper und entsprechendem
Sekundarantikorperinkubiert und mittelsChemolumineszenz detektiert. In den Spuren Mist die 10kDa Ladder aufgetragen,
1. Negativkontrolle: Gesamrzellextrakt vom Stamm FI1 mit Vektor pEG~KT; 2. Gesamtzellextrakt A (Klon 30.3);
3. Gesamtzellextrakt B (Klon 30.3); 4. Pelletfraktion nach erster Extraktion; 5 Uberstand I; 6, Pellet; 7. Uberstand I;
8.-13. Eluate 1-6; 14. Konzentricrte Eluate. Der Pfeil bezeichnetdasFusionsprotein GST-Arrestin.
Bei mehreren Versuchen traten Probleme bezuglich des Thrombinverdaus auf. Unter anderem
konnte teilweise die Lagerung des Fusionsproteins bei 4 °C ohne Thrombinzugabe eine
Spaltung in GST und Arrestin bewirken, wobei aueh Degradationsbanden von Arrestin
auftauehen (Abb.3.11. Spuren 5,6). Die Erklarung dafur ware eine Protcaseaktivitat
(Thrombin) in den Eluaten, Problematiseh zeigte sich zuweilen aueh die absehlieBende
Isolierung von Arrestin aus dem GST-Arrestin Gemiseh mittels Affinitatschromatographie.
GST und Fusionsprotein haben nieht quantitativ an das Saulenmaterial gebunden, aueh wenn
die Kapazitat del' Saule dabei nieht Iiberschritten wurde (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.11.: Proben von GST-Arrestin in PBS in Coomassie gefarbten 12%igen SDS Geien. In Spur Mist
die 10 kDa Ladder aufgetragen. 1. konzentrierte Eluate, unverdaut; 2. Thrombinverdau-Ansatz bei 4°C, zlh; 3.
Thrombinverdau-Ansatz bei 18°C, 4h; 4. Arrestin aus dem Rinderauge; 5. konzentriertes GST-Arrestin nach 1 Tag bei 4°C;
6. konzentriertes GST-Arrestin nach 10 Tagenbei 4°C
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AbschlieBend HiBt sich zusammenfassen, daB die Expression und Reinigung von
GST-Arrestin in S. cerevisiae in loslichem Fusionsprotein resultiert, das aber in Losung einer
Proteolyse unterliegen kann, d.h, als Fusion nicht stabil ist. Die Isolierung von reinem
Arrestin nach Spaltung mit Thrombin stellt sich in der Affinitatschromatographie
problematisch dar und wiirde aufwendigere chromatographische Verfahren wie z. B. eine
Gelfiltration erfordem.
3.3.2.2. Reinigung von MRGS-6His-Arrestin mittels IMAC
In diesem Konstrukt wurde das MRGS-6His-Peptid an den N-Terminus von Arrestin
fusioniert. Diese Modifikation von Arrestin hat gegeniiber der GST-Fusion den Vorteil, daB
das Peptid nur aus 10 Aminosauren besteht und seine Abtrennung nicht erforderlich ist
(3.1.2.). Daraus resultiert eine Zeitersparnis bei der Reinigung sowie die Vermeidung von
Verunreinigungen durch den abgetrennten Fusionspartner.






Abbildung 3.12.: Verschiedene Proben des KIons 47.7 (MRGS-6His-Arrestin in FIl) nach Analyse in Coomassie
gefarbren 12%igen SDS-GELEN (Spuren I-II) oder WESTERNBLOT (Spuren 12-14). Die Detektion des Westernblots
erfolgte tiber Chemolumineszenz nach Inkubation mit dem anti His-Peroxidase Konjugat, In den Spuren Mist die 10 kDa
Ladder aufgetragen. 1. Gesamtzellextrakt von Fll Zellen mit dem Vektor pYEX-BX, Negativkontrolle;
2. Gesamtzellextrakt; 3. Pellet; 4. Uberstande 1+2 gcmischt; 5. Saulendurchfluf nach Aufgabedec Uberstande; 6. - 9. Eluate
1-4; 10. Konzentrat dec Eluate 1A; 11. Konzentrat dec Eluate einer parallelen Proteinreinigung. Dec Pfeil bezeichnet das
Fusionsprotein MRGS-6His-Arrestin.
Im Vergleich zu einem Gesamtzellextrakt von FH Zellen nur mit dem Vektor pYEX-BX
(Abb. 3.12. Spur I) konnte man im Coomassie gefarbten SDS Gel beim Klon 47.7 im
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Gesamtzellextrakt, Pellet und Uberstand eine Bande bei etwa 50 kDa dem exprimierten
6His-Arrestin zuordnen (Abb. 3.12. Pfeil, Spuren 2-4). Die Analyse dieser Fraktionen im
Westernblot bestatigte dies (Abb. 3.12. Spuren 12-14). Die Reextraktion des Pellets, das zum
Teil nicht aufgeschlossene Zellen enthielt, zur Erzeugung des zweiten Uberstandes war
notwendig, urn tiber genugend Ausgangsmaterial ftir die Reinigung zu verfugcn.
Das 6His-Arrestin eluierte in fast reiner Form in einem Gesamtvolumen von etwa 20 ml
(2 Eluatfraktionen) von der Nickel-Chelat-Saule, lediglich eine schwache Bande oberhalb der
Hauptbande ist in Abb, 3.12. Spuren 6-9 zu erkennen. Essentiell fur die Reinheit des isolierten
6His-Arrestins war der zweite Waschschritt mit dem Puffer WB (2.9., Tab. 2.6.). Der Puffer
enthielt 60 mM Imidazol, urn kontaminierende Hefeproteine vom Saulenmaterial zu
entfernen. Durch diesen Waschschritt trat ein erheblicher Verlust an rekombinantem Protein
auf. Eine Reduktion auf 30 mM verringerte nicht den Verlust an 6His-Arrestin, die
Proteinlosung war aber starker mit Hefeproteinen kontaminiert (Daten nicht gezeigt). Nach
Konzentrierung des Proteins wurden im SDS-Gel Banden von kontaminierenden Proteinen
sichtbar, dargestellt sind konzentrierte Eluate von zwei verschiedenen Protcinpraparationen
(Abb. 3.12. Spuren 10, 11).
3.3.3.
3.3.3.1.
Arrestin mit Modifikationen am C·Terminus
Reinigung von Arrestin-6His mittels lMAC
Die Analyse von Gesamtzellextrakt im Coomassie gefarbten SDS Gel sowie Ioslicher und
unloslicher Fraktion des Klons 73.2 (Arrestin-6His in Fll) erlaubte keine eindeutige
Zuordnung einer Proteinbande bei etwa 50 kDa zum iiberexprimierten Arrestin-6His
(Abb.3.13. Spuren 1-4). Die Westernblot Analyse jedoch zeigte die Verteilung des
Arrestin-6His Proteins in den genannten Fraktionen (Abb. 3.13. Spuren 17-21). Die in
Abb.3.13. Spur 17 im Pellet nach erster Extraktion dokumentierte Gesamtproteinmenge
verteilte sich nach zweiter Extraktion zum Teil auch auf das Pellet (Abb, 3.13. Spur 18), der
Hauptteil war in den loslichen Fraktionen Uberstand 1 und Uberstand 2 (Abb. 3.13.
Spuren 19, 20) zu finden. Eine Analyse des Saulendurchflusses der Uberstande im
Westernblot (Abb, 3.13. Spur 21) belegte eine vollstandige Bindung des eingesetzten
loslichen Arrestin-6His an das Saulenmatcrial. Wie schon bei der Reinigung des
MRGS-6His-Arrestin beschrieben, trat auch bei diesem C-terminal modifizierten Arrestin ein
nicht unerheblicher Verlust an rekombinantem Protein durch das Waschen der Saule mit
Puffer WB auf. In Abb. 3.13. Spur 6 ist deutlich im Coomassie gefarbten SDS Gel eine Bande
auf der Hohe von etwa 50 kDa bei Auftragung von 20 III aus 500 ml Waschfraktion zu
erkennen (1/25000 des Gesamtvolumens).
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Die Eluate 1-4 von zwei unabhangigen Proteinpraparatloncn sind in del' Abb. 3.13. in den
Spuren 7-10 bzw, 11-14 gezeigt. Man erkennt, daB das Arrestin-ol-lis jeweils in den
Fraktionen 2 und 3 sehr sauber eluiert. Jedoch, wie die Abbildung zeigt, entweder als einfache
Bande (Abb. 3.13. Spuren 8, 9) oder als Doppelbande (Abb. 3.13. Spuren 12, 13). Das
Konzentrat del' Eluate in Abb. 3.13. Spur 8, 9 ist in Spur 15 gezeigt, Spur 16 del' Abb. 3.13.
beinhaltet die in Spuren 12, 13 dargestellten Eluate einer anderen Praparation, Die
dargestellten umgepufferten, konzentrierten Eluate wurden zur Kristallisation eingesetzt.




Abbildung 3.13.: Verschiedene Proben des Klons 73.2 (Arrestin-6His in FIl) nach Analyse in Coomasstc
gefarbten 12%igen SDS Gelen (Spuren 1-16) bzw. Westernblot (Spuren 17-21). Die Detektion des westernblots erfolgte
tiber Chemolumineszenz nach Inkubation mit dem polyklonalen anti Arrestin Antikdrper und entsprechendem
Sekundarantikdrper. In den Spuren Mist die lOkDa Ladder aufgetragen. 8DS-GEL: 1. Gesamtzellextrakt; 2. Pellet nach
zweiter Extraktion; 3. Ubcrstand 1; 4. Uberstand 2; 5. Saulendurchfluf der Uberstande; 6. Waschfraktion mit Puffer WB;
7.-10. Eluate l a-da; 11.-14. Eluate lb-qb; 15. Konzentrat der Eluate 1a-4.: 16. Konzentrat der Eluate Ib-tb,
WESTERNBLOT: 17. Gesamtzellextrakt; 18. Pellet: 19. Uberstand I: 20. Oberstand 2: 21. Saulendurchfluf der Uberstande
3.3.3.2. Reinigung von Arrestin-StrepTagII iiber Strep'I'aktin-Sepharose
Bei ZellaufschluB und Reinigung ist cin Vorteil del' Modifikation von Arrestin mit dem
StrepTagII gegeniiber dem 6His-Peptid, die Moglichkeit EDTA als Proteaseinhibitor
verwenden zu konnen, In del' Abb. 3.14. sind die Fraktionen eines Reinigungsverfahrens im
Coomassie gefarbten SDS Gel sowie im Westernblot dokumentiert. Im SDS Gel ist keine
Bande des Gesamtzellextraktes eindeutig dem exprimierten Protein zuzuordnen (Abb.3.14.
Spur 1). Auch die Analyse von Pellet (Abb.3.14. Spur 2) und erstem (Abb. 3.14. Spur 3)
sowie zweitem Uberstand (Abb.3.14. Spur 4) zeigt keine dominante Bande im
Molekulargewlchtsbereich von etwa 50 kDa. Del' Westernblot mit colorimetrischer Detektion
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libel' SA-AP Konjugat zeigt jedcch die Verteilung des exprimierten Proteins in den
Fraktionen. In Gesamtzellextrakt (Abb. 3.14. Spur 19), Pellet (Abb. 3.14. Spur 20) sowie den
Uberstanden (Abb.3.14. Spuren 21, 22) ist Arrestin-Strep'I'agll als Doppelbande zu
detektieren.
Im Gegensatz zu den affinitlitschromatographischen Reinigungen von GST-Fusion oder
6His-Fusion zeigte del' StrepTagII eine unzureichende Affinitlit zum Sliulenmaterial. Dies
wurde deutlich durch die Westernblotanalyse des Saulendurchflusses, Arrestin-Strep'I'agll ist
in diesel' Fraktion zu erkennen (Abb. 3.14. Spur 23).
Die Elution del' Saule resultierte in loslichcm Protein (Eluate 4-10, Abb. 3.14. Spuren 6 bis
12). Die Eluate enthalten, verglichen mit Eluaten nach IMAC, vermehrt kontaminierende
Proteine, die zum Teil biotinilierte Hefeproteine darstellen konnten. Beim Vergleich del'
Eluate mit ihrem Konzentrat (Abb, 3.14. Spur 13), sind die kontaminierenden Proteine im
Konzentrat nicht mehr erkennbar. Dazu ist anzumerken, daB nach Ultrafiltration ein
gelbliches Prazipitat auf del' Konzentratormembran zu finden war.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 12 13 14 15 16 17M 18
50
kDa
1920 21 22 23
)- 4, --3 50kDa
Abbildung 3.14.: Versehiedene Proben des Klons 72.6 (Arrestin-StrepTagII in Pi 1) naeh Analyse in Coomassie
gefarbten i2%igen SDS Gelen (Spuren 1-18) oder Westernblot (Spuren 19-23). Die Detektion des Westernblots erfolgte lIber
colorimetrische Detektion nach Inkubation mit SA-AP Konjugat. In der Spur Mist die lOkDa Ladder aufgetragen.
SDS-GEL: 1. Gesamtzellextrakt; 2. Pellet nach zweiterExtraktion; 3. Uberstand 1; 4. Uberstand 2; 5. Saulendurchfluf nach
Aufgabe der Uberstande; 6.-12. Eluate 4.1-10.1; 13. Konzentrat der Eluate 4.1-10.1; 14.-17. Eluate 2.2-5.2; 18. Konzentrat
der Eluate 2.2-5.2; WESTERNBLOT: 19. Gesamtzellextrakt; 20. Pellet nach zweiter Extraktion; 21. Uberstand 1;
22. Uberstand 2; 23. Saulendurcbflufs nachAufgabe derUberstande
Aufgrund del' Detektion von Arrestin-Strep'I'agll im SliulendurchfluB wurde diesel' erneut auf
die regenerierte StrepTaktin Sliule aufgetragen. Die Elution nach entsprechenden
Waschschritten resultierte erneut in Ioslichcm Arrestin-Strep'I'agll (Eluate 2-5, Abb.3.14.





Die untenstehende Abb. 3.15. zeigt den VerIauf einer Proteinreinigung aus Klon 88.1
(Arrestin-GST in F11) in SDS Gel und Westernblot. Del' Verg1eich von Gesamtzellextrakt
(Abb.3.15. Spuren 1, 9), Pelletfraktion (Spuren 2, 10) und erstem Uberstand (Abb.3.15.
Spuren 3, 11) zeigte, daB nach del' ersten Extraktion del' Zellen noch ein erheblicher Anteil
des Fusionsproteins im Pellet verblieb.
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Abbildung 3.15.: Verschiedenc Proben des Klnns 88.1 (Arrestin-GST in FII) nach Analyse in Coomassie
gefarbten 12%igen SDS Gelen (Spnren 1-8) oder Westernblot (Spuren 9-11). Die Detektion des Westemblots erfolgte tiber
Chemolumineszenz nach Inkubation mit dem polyklonalen anti Arrestin Antikcrper und entsprechendem
Sekundarantikorper, In dcr Spur Mist die lOkDa Ladder aufgetragen. SDS-GEL: 1. Gesamtzellextrakt; 2. Pellet nach zweiter
Extraktion; 3. Uberstand I; 4.-7. Eluate 1-4; 8. Konzentrat der Eluate 1-4; WESTERNBLOT: 9. Gesamtzellextrakt;
10. Pelletnachzweiter Extraktion: 11. Ubersrand 1
Del' im Westernblot detektierbare Anteil an Ioslichem An-estin-GST (Abb. 3.15. Spur 11) ist
im SDS Gel nicht erkennbar (Abb.3.15. Spur 3). Die Elution del' Glutathion Sepharose
resultierte in re1ativ sauberem, li.islichem Protein (Abb. 3.15. Spuren 4-8). Die Elution erfo1gte
in den 20 ml del' zweiten und dritten Eluatfraktion.
Im SDS Gel ist bei den Eluaten deutlich eine starke Bande von GST bei etwa 26 kDa zu
erkennen. Es hande1t sich nicht wie bei GST-Al'restin (3.2.4.2.) um gespaltenes
Fusionsprotein, da keine Arrestinbande bei etwa 50 kDa vorhanden ist. Del' po1yklonale
Arrestin Antikorper erkennt auf del' Hohe von etwa 80 kDa das Fusionsprotein und nul' sehr
schwach weitere Banden (Abb.3.15. Spuren 9-11). Entweder wurde trotz del'
dazwischenliegenden 1,2 kb del' Arrestinsequenz das Start-A'I'G von GST erkannt und
teilweise nul' GST synthetisiert, oder del' Arrestinanteil wurde vollstandig proteolytisch
entfernt. In Spur 8 del' Abb.3.14 ist das Konzentrat del' Eluate 2 und 3 gezeigt. Das
Fusionsprotein wurde in diesel' Form im Zentrifugations-Bindungs-Assay eingesetzt.
3.3.4.
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Ausbeuten der verschiedenen Reinigungsverfahren
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Die Zellausbeute der Expressionsku1turen lag in etwa bei 1 g Zellen pro Liter Kultur bei einer
OD600 von 1. Durchschnittlich erfolgte die Zellernte nach Uberexpresslon bei einer OD600 von
etwa 6, so daB aus einem Liter Expressionskultur etwa 6 g Zellen gewonnen werden konnten.
In der Tab. 3.2. sind die Proteinausbeuten der verschiedenen Arrestin-Derivate dargestellt.
Tabelle 3.2.:
Klonin 47.7 73.2 72.6 88.1 91.8 0
Fll
Protein MRGS-6ills- Arrestin- Arrestin- Arrestln- Arrestin-
Arrestin 6ills StrepTagIl GST V244C-6ills
p (g) 15,1 43,5 26,0 27,7 17,2
D1 (mg/mi) 1,90 1,85 2,12 3,08 0,90 1,970
D1 (mg) 89,70 227,55 163,90 281,82 51,74
D2 (mg/mi) 0,345 0,405 0,335 0,510 0,430 0,405
D2 (mg) 19,2 44,63 24,03 35,60 14,84
T (mg) 108,9 272,0 187,9 317,4 66,5
T (mg/g) 7,23 6,26 7,22 11,46 3,87 7,210
A (mg) 0,568 1,913 0,614 1,932 0,252 1,056
A (mg/g) 0,038 0,044 0,024 0,069 0,015 0,038
% 0,52 0,70 0,33 0,61 0,38 0,510
G (mg) 273,4 743,8 478,8 487,1 82,7









Proteinmenge in Uberstand 1
Prcteinkonzentration Uberstand 2








Gesamtmenge losliches Protein pro g Zellen
Ausbeute in mg Protein pro g Zellen
Ausbeute in mg Protein pro g Zellen
Ausbeute in % von T (mg)
Gesamtzellprotein
Gesamtzellprotein pro g Zellen
Im Durchschnitt lieBen sich etwa 40 J.lg gereinigtes und konzentriertes Protein pro Gramm
Zellen (BFM) isolieren. Dies entspricht in etwa 0,5 % der gesamten loslichen Proteine in den
Uberstanden, Die Menge an isoliertem Protein in den Eluaten vor Umpufferung und
Konzentration wurde nicht ermittelt.
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3.4. Arrestin Mutagenese
Ein Ziel diesel' Arbeit ist, Erkenntnisse zum Bindungsmechanismus von Arrestin an
Rhodopsin zu erlangen. Anhand der vorliegenden Rontgenstruktur ist es moglich, eine
gezielte Mutagenese des wildtypischen Arrestins durchzufuhren. Die raumliche Struktur von
Arrestin besteht aus zwei kuppelformigen Domanen verbunden durch einen flexiblen Bereich
("hinge region", Granzin et a!., 1998; 1.5.). Es besteht die Annahme, daB die Bindung von
Arrestin an Rhodopsin wahrscheinlich an der Innenseite einer der Kuppeln stattfindet
(Granzin et a!., 1998). Zur Uberprtifung dieser Annahme soli durch kovalente Modifikation
jeweils eine der beiden Kuppelinnenseiten blockiert werden urn eine Bindung von Rhodopsin
sterisch zu hindern. Anhand der dreidimensionalen Struktur wurden in jeder Domane zwei
Aminosauren ausgewahlt deren Seitenketten in die Kuppelwolbung hinausragen und keine
Interaktion mit anderen Aminosaureseitenketten des Proteins eingehen. Diese wurden
gentechnisch gegen Cysteine ausgetauscht. Die Cysteine wurden gewahlt, da tiber deren
Sulfhydrylgruppe eine kovalente Kopplung von z.B, Maleimidderivaten unter schonenden
Bedingungen leicht moglich ist.
Die wildtypische Arrcstin-Aminosaurescquenz weist allerdings drei freie Cysteine auf. Da
nicht mit vollstandiger Sicherheit eine Zuganglichkeit dieser Cysteine (Cys 63, Cys 128, und
Cys 143) bei del' Modifikationsreaktion ausgeschlossen werden kann, ist es sinnvoll, diese
durch Aminosauren ohne Sulfhydrylgruppe zu ersetzen. Mit Hilfe des Programms
"Verify 3D" (Bowie et aI., 1991) wurde unter Berllcksichtigung del' tatsachlichen Umgebung
der drei Cysteine im Protein diejenige Aminosaure errnittelt, welche eine optimale
Substitution an dieser Position in der Struktur darstellt. An allen drei Positionen ist eine
Substitution mit der Aminosaure Serin optimal.
3.4.1. Austausch der wildtypischen Cysteine von Arrestin gegen Serine
Die Mutagenese zum Austausch der Cysteine gegen Serine wurde mittels PCR unter
Verwendung des Konstruktes 9.13 (3.1.1.1.) als Template durchgeftihrt. Es wurde die in 2.7.7.
beschriebene Strategie B gewahlt, Zunachst wurde der Mutageneseprimer #9 mit dem
PCR-Primer #12 kombiniert und in einer Parallelreaktion der Mutageneseprimer #10 mit dem
PCR-Primer #8 (2.7.6.1.,2.7.6.3.). Die Produkte dieser Reaktionen wurden als Primer in einer
abschlieBenden PCR eingesetzt und das resultierende PCR-Produkt von -1,2 kb unter
Benutzung des Zero Blunt PCR Cloning Kits in den Vektor pCR-Blunt zwischenkloniert und
durch Sequenzierung verifiziert (Konstrukt LPCRC-S.2).
3.4.2.
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Austausch von Aminosauren in den Kuppeln von Arrestin:
Zielgerichtete Mutagenese von Ser 60, Ser 169, Val244 und
Pro 352
In del' N-terminalen Kuppel wurden die Aminosauren Ser 60 bzw. Ser 169, in del'
C-terminalen Kuppel die Aminosauren Val 244 bzw, Pro 352 gegen Cysteine ersetzt. Es
wurden Arrestin-Mutanten mit jeweils nul' einem Austausch erzeugt. Die Mutagenese erfolgte
durch PCR mit del' beschriebenen Strategie C (2.7.7.). Ais Template diente die wildtypische
Sequenz (Konstrukt 9.13, Arrestin im Vektor pGEX-4T-l, 3.1.1.1.) bzw. die
Arrestin-C-S-Mutante (Konstrukt LPCRC-S.2, Arrestin-C-S in pCR-Blunt, 3.4.1.). Da unklar
ist, ob die Substitution del' naturlichen Cysteine die Aktivitat von Arrestin beeinflulst, wurde




Mutagenese PCR· Template PCR· Konstrukt in Konstrukt in Bezeichnung
Primer Primer DNA Primer pCR-Biunt pYEX-BX del' Mutante
#5 #6 9.13 #6,#12 42.11 94.11 A1T-S60C-6His
#11 #12 9.13
#6 #6 9.13 #6,#12 41.6 89.20 Al'l'-SI69C-
#12 #12 9.13 6His
#7 #12 9.13 #6,#12 43.5 91.8 An'-V244C-
#13 #6 9.13 6His
#8 #12 9.13 #6,#12 44.24 92.3 Al'l'-P352C-
#14 #6 9.13 6His
#5 #6 LPCRC-S.2 #6,#12 49.1 90.16 Arl'-C-S-S60C-
#11 #12 LPCRC-S.2 6His
#6 #6 LPCRC-S.2 #6,#12 50.19 93.5 Al'r-C-S-
#12 #12 LPCRC-S.2 S169C-6His
#7 #12 LPCRC-S.2 #6,#12 51.1 95.16 Al'r-C-S-
#13 #6 LPCRC-S.2 V244C-6His
LPCRC-S.2 #6,#12 23.5 80.12 Al'l'-C-S-6His
Zunachst wurde jeweils ein Mutageneseprimer mit einem PCR-Primer in zwei parallelen
PCR-Reaktionen A kombiniert, PCR-Reaktion B kombiniert die Randprimer (PCR-Primer)
del' vorangehenden Reaktionen, die PCR-Produkte del' zwei PCR-Reaktionen A stellen
gemeinsam das Template dar (2.7.7.). Die Kombination del' verschiedcnen Primer ist in
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Tabelle 3.3. dargestellt. Das -1,2 kb PCR-Endprodukt del' PCR B wurde jeweils unter
Benutzung des Zero Blunt PCR Cloning Kits in den Vektor pCR-Blunt zwischenkloniert und
durch Sequenzierung verifiziert.
Die Urnklonierung in den Expressionsvektor pYEX-BX erfolgte libel' die EcoRI
Schnittstellen. Die Orientierung des jeweiligen Fragmentes wurde durch Restriktionsverdaus
uberpruft, In Tab. 3.3 sind die erstellten Konstrukte del' Mutanten zusammengefaBt.
Zur Herstellung des Konstruktes 96.20 (Arr-C-S-P352C-6His in pYEX-BX) wurden die
Vektoren 92.3 (Arr-P352C-6His in pYEX-BX) und LPCRC-S.2 (Arr-C-S in pCR-Blunt) mit
BglII verdaut und das Vektorfragment des Konstruktes 92.3 zusatzlich dephosphoryliert. Das
herausgeschnittene -700 bp Fragment mit den wildtypischen Sequenzen aus 92.3 wurde
gegen das entsprechende Stuck aus dem Konstrukt LPCRC-S.2 del' Cystcin-Scrin-Mutante
ausgetauscht. Die Orientierung wurde durch Testverdaus iiberprlift.
Flir die Expression wurden die Konstrukte in den Stamm FII transformiert,
3.4.3. Expression und Reinigung von Arrestin Mutanten
.
Entsprechend del' Expression und Reinigung von wildtypischem, mit 6 Histidinen
modifiziertem, Arrestin (2.9., Tab. 2.6.) wurden verschiedene Mutanten exprimiert und
gereinigt. Die Analyse von Totallysaten im Westernblot (Abb. 3.16.) bestatigte die Expression
del' Mutanten, mit Ausnahme des Konstruktes 92.3 (Arr-P352C-6His, Abb. 3.16. Spur 4). Das
Konstrukt 92.3 wurde unter Verwendung del' Sequenzierungsprimer #7 und #8 (2.7.6.2.)
uberprtift und die einklonierte Sequenz im Vektor pYEX-BX bestatigt. Es ist wahrscheinlich,
das ein Defekt in del' Promotorsequenz dieses Vektors vorliegt.
1 2 3 4 56789
-50kDa
Abbildung 3.16.: Analyse von Gesamtzellextrakten verschiedener Konstrukte in FI1 mittels Westernhlots. Die
Dctektion erfolgte iiber Chemolumineszenz nach Inkubation mit dem polyklonalen anti Arrestin Antikorper und
entsprechendem Sekundarantiktirper. 1. Klon 89.20 (Arr-SI69C·6His): 2. Klon 90.16 (Arr-C-S-S60C-6His); 3. Klon 91.8
(Arr-V244C-6His); 4. Klon 92.3 (Arr-P352C·6His): 5. Klon 93.5 (Arr-C-S-SI69C-6His): 6. Klon 94.11 (Arr-S60C-6His):
7. Klon 95.16 (Arr-C-S-V244C-6His): 8. Kion 96.20 (Arr-C-S-P352C-6His): 9. Klon 80.12 (Arr-C-S·6His)
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Bei Arrestin-C-S-6His (Klon 80.12 in Fll) lieB sich mittels Affinitatschromatographie
(IMAC) kein Protein aus del' loslichen Fraktion reinigen (Daten nicht gezeigt). Es ist
anzunehmen, daB del' Austausch del' Cysteine gegen Serine die Loslichkeit des Proteins
beeinfluBt. Die Proteine Arrestin-S60C-6His und Arrestin-S169C-6His sind nach
ZellaufschluB ebenfalls im Pellet lokalisiert. Mittels Afflnitatschromatographie laBt sich kein
Protein aus del' Ioslichen Fraktion isolieren.
Die einzige losliche Mutante die sich mittels IMAC isolieren lieB, ist das
Arrestin-V244C-6His. Del' Austausch des Valins an Position 244 in Arrestin scheint dessen
Struktur und Eigenschaften nicht so stark zu beeinflussen wie die Substitutionen del'Serine an
Position 60 bzw. 169. Arrestin-V244C-6His verhalt sich wahrend Reinigung, Umpufferung
und Konzentration wie das wildtypische Arrestin-6His (Daten nicht gezeigt).
3.4.4. Expression der SpleiBvariante von Arrestin p44 in S. cerevisiae
Im Gegensatz zum Arrestin (13 mg bis 26 mg aus 100 Retinae) JaBt sich das Protein p44 in
nul' sehr geringen Mengen (70 pg bis 100 Ilg aus 100 Retinae) aus dem Rinderauge isolieren.
Da p44 identisch mit den N-terminalen 369 Aminosauren von Arrestin ist (zuzuglich eines
C-tenninalen Alanins) bestand eine groBe Wahrscheinlichkeit dieses Protein ebenso
erfolgreich wie Arrestin in S. cerevisiae zu exprimieren.
Es wurden N-terrninale Modifikationen mit 6His, 6His + Faktor Xa-Schnittstelle sowie
StrepTagII erzeugt. Somit konnen verschiedene Reinigungsverfahren gepruft und das fur p44
optimale ermittelt werden.
3.4.4.1. Klonierung von p44-Konstrukten in den Vektor pYEX.BX
Es wurden die in 3.4.4. erwahnten Konstrukte von p44 mittels PCR erstellt. Am 5'-Ende
wurden mit unterschiedlichen PCR Primern Sequenzen fur modifizierende Peptide, Protease-
und Restriktionsschnittstellen angehangt (Tab. 3.4.). Am 3'-Ende wurde stets del' PCR Primer
#9 verwendet, del' das p44 Ende generiert und eine EcoR! Schnittstelle einfugt. Ais Template
DNA diente del' Vektor 9.13 (Arrestin im Vektor pGEX-4T-I, 3.1.1.1.). Das -I kb
PCR-Produkt wurde in den Vektor pCR-Blunt zwischenkloniert und durch Sequenzierung
verifiziert. Die Umklonierung in den Expressionsvektor pYEX-BX erfolgt libel' die EcoRI
Schnittstellen. Die Orientierung des Fragmentes wurde durch Restriktionsverdaus uberpruft.
Zur Expression wurden die Konstrukte 70.8, 75.8 und 71.13 in den Stamm Fll transformiert,




5' PCR- Angehiingte Sequenzen Konstrukt im Konstrukt im
Primer fiir: Vektor pCR-Blunt Vektor pYEX-BX
#10 Strep-TagH, EeoRI LPCR1.2 70.8
#11 6His-Tag, EeoRI LPCRlO.12 75.8
#13 6His-Tag-Xa, EeoRI LPCR12.16 71.13
3.4.4.2. Expression und Reinigung von p44 aus S. cerevisiae
Die Expression und Reinigung del' p44 Proteine erfo1gte analog zu deu Arrestin Derivaten
(2.9., Tab. 2.6.). Die Expressionsraten del' versehiedenen p44 Derivate im Stamm Fll waren
vergleiehbar mit denen von Arrestin, In Abb. 3.17. ist in Spur 1 das Totallysat von Klon 70.8
(StrepTagH-p44) im Vergleieh zum Totallysat von Klon 72.6 (Arrestin-StrepTagII, Abb. 3.17.
Spur 2) dargestellt. Die Westernblotanalyse von Totallysaten del' Klone 71.13 (6His-Xa-p44)
und 75.8 (6His-p44) im Vergleich zum Totallysat von Klon 73.2.(Arrestin-6His) sind im
Kapitel 3.6.1. Abb. 3.23. dargestellt. Man erkennt die vergleichbaren Expressionsraten.




Abbildung 3.17.: Prnteinproben im: 12%i_en SDS Mini-Gel: 1. Gesamtzellextrakt Klnn 70.8 (StrepTagll-p44);
2. Gesamtzeiiextrakt Klnn 72.6 (Arrestin-StrepTagll); 3. StrepTagll-p44; 4. 6His-p44; 5. 6His-Xa-p44; 6. Arrestin aus dem
Rinderauge; 12%I_en _roBen SDS Gel:7. Peiietfraktinn 70.8 (StrepTagll-p44) nach Extraktinn mit Phnsphatpnffer;
8, Konzentriertes Strep-p44; Westernblot oach Inkubation mit dem Antikorner S8D8 und entsorechendem
Sekundiirantikoroer: 9. Pelletfraktinn 70.8 (StrepTagll-p44) nach Extraktinn mit Phnsphatpuffer; 10. Knnzentriertes
StrepTagll-p44. In den Spuren Mist die 10 illa Ladder aufgetragen.
Die Ausbeute von loslichem Protein naeh del' Reinigung del' verschiedenen p44 Derivate ist
sehr gering. Naeh ZelIaufschluB verbleibt praktisch das gesamte Protein im ZelIpelIet
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(Ergebnisse sind nicht gezeigt). In Abb. 3.17. sind die gerermgten und konzentrierten
p44-Proteine im SDS Gel dargestellt. In Spur 3 ist Strep'I'agll-p-l-l aus Klon 70.8, in Spur 4
6His-p44 aus Klon 75.8 und in Spur 5 6His-Xa-p44 aus Klon 71.13 aufgetragen. Im Vergleich
mit Arrestin aus dem Rinderauge (Abb. 3.17. Spur 6) ist der GroBenunterschied von -4 kDa
gut zu erkennen, die p44-Derivate haben aile in etwa die gleiche GroBe. Die in den Spuren 3
und 4 aufgetragenen Mengen entsprechen 1116 (3 JlI aus 50 JlI) der isolierten Proteinmenge.
Es lassen sich maximal 1110 der Arrestinausbeute gewinnen (-3,5 Jlg Protein aus etwa I g
Zellen).
Der fehlende C-Terminus scheint entscheidenden EinfluB auf die Li.islichkeit des Proteins zu
haben. Nach dem Hefe-Zellaufschluf mit Puffer 10/400 liegt der pH-Wert der Uberstande bei
etwa pH = 5,5. Die im ZellaufschluBpuffer enthaltene Puffersubstanz von 10 mM HEPES war
nicht ausreichend urn den pH Wert zu stabilisieren. Die Moglichkeit besteht, daB der
auftretende "pH-Shift" beim ZellaufschluB zur Prazipitation von p44 ftlhrt (D. Eidhoff, pers.
Mitteilung). Dies bedeutet, daB im Gegensatz zum Arrestin, das p44 sehr stark pH-
empfindlich ist. Es wurde daher ein Zellpellet des Klons 70.8 (StrepTagII-p44) in
Phosphatpuffer (200 mM K3P04, pH 8,0) aufgeschlossen und anschlieBend entsprechend
Kapitel 2.9, Tab. 2.6. das Protein gereinigt. Die Ausbeute an StrepTagII-p44 ist nun
vergleichbar mit der Arrestin-Strep'I'agll Praparation. In Abb. 3.17. in den Spuren 7 und 9 ist
die Pelletfraktion, in den Spuren 8 und 10 das p44-Konzentrat dargestellt. In der
Westernblotanalyse ist nur ein geringer Teil von p44 im Pellet (Abb.3.17. Spur 9). Das
Konzentrat enthalt kein sehr sauberes Protein, aber die gute Loslichkeit und Isolierbarkeit des
exprimierten StrepTagII-p44 ist erwiesen. Entsprechende Resultate ergeben sich auch fur das
6His-p44 aus dem Klon 75.8.
Durch Optimierung von ZellaufschluB und Reinigung ist es moglich p44 aus S. cerevisiae in
ausreichenden Mengen fiir die Kristallisation zu gewinnen.
3.5. Zentrifugations-Bindungs-Assays zurn




Die verschiedenen rekombinanten Arrestine wurden mit Hilfe des Zentrifugations-Bindungs-
Assays auf Ihre Bindungseigenschaften und Spezifitat uberpruft.
Die Bedingungen der drei verschiedene Versuchsansatze variierten jeweils und sind explizit
angegeben. Die Analyse erfolgte mittels SDS-PAGE und Westernblot, da insbesondere die
Pelletproben aufgrund von kontaminierenden Proteinen aus PMBs und ROS im SDS-Gel
schwer auszuwerten sind.
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I. Untersuchung del' GST-Arrestin Fusion sowie aus GST-Arrestin
isoliertes Arrestin im Vergleich zum Arrestin aus dem Rinderauge
Uberpruft wurde hier nur die Iichtabhangige Bindung del' Arrestine an phosphoryliertes
Rhodopsin (PMBs). Eingesetzt wurden pro Ansatz etwa 100 nM Arrestin bzw. GST-Arrestin
und etwa 20 !-1M PMBs in einem Gesamtvolumen von 100 !-II. Die Belichtung erfolgte fur
10 min auf einem Lichttisch.
Nach Belichtung war das Arrestin aus dem Rinderauge im Pellet lokalisiert (Abb. 3.18.
Spuren 7 A, B), im Uberstand lieB sich kein ungebundenes Protein detektieren (Abb. 3.18.
Spuren 1 A, B). Die gleichen Proben im Dunkeln inkubiert zeigten Arrestin im Uberstand
(Abb. 3.18. Spuren 2 A, B) und nul' geringe Mengen bzw. iiberhaupt kein Protein im Pellet
(Abb. 3.18. Spuren 8 A, B). Die entsprechende Verteilung auf Uberstaud und Pellet ist flir das
Fusionsprotein GST-Arrestin (Abb. 3.18. Spuren 5A, B; 6A, B; llA, B; 12A, B) und fur das
aus GST-Arrestin isolierte Arrestin (Abb. 3.18. Spuren 3 A, B; 4A, B; 9A, B; lOA, B) zu
finden. Im jeweiligen Pellet nach Inkubation im Dunkeln lieBen sich durch die
Westernblotanalyse geringe Mengen von Arrestin aus dem Rinderauge (Abb. 3.18. Spur 8B)
und dem Fusionsprotein GST-Arrestin (Abb.3.18. Spur 12B) detektieren. In den
Spuren 6A, B und lIB del' Abb. 3.18. ist eine geringe Menge Arrestin detektierbar (Banden
bei etwa 50 kDa), da hier wahrscheinlich mit Thrombin kontaminiertes Fusionsprotein
eingesetzt worden ist (3.3.2.1.).
Uberstande Pellets
+ + + + - + + - Licht
1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 1112
A -80 kDa-50kDa
B -80 kDa~50kDa
Abbildung 3.18.: Resultate des Zentrifugations-Bindungs-Assays. Dargestellt sind Proben in Coomassie
gefllrbten 12%igen SDS~Gelcn (A) und in Westernblots ffi) nachInkubation mitpolyklonalem anti-Arrestin Antikdrper und
entsprechendem Sekundarantikorper mit abschlieBender Chemolumineszenz-Detektion. In derSpur Mist die 10 kDaLadder
aufgetragen. Arrestin aus clem Rinderauge: 1. Uberstand nach Belichtung; 2. Uberstand im Dunkeln; 7. Pellet nach
Belichtung; 8. Pellet im Dunkeln; Arrestin aus GST-Arrestin: 3. Uberstand nach Belichtung; 4. Oberstand im Dunkeln;
9. Pellet nach Belichtung; 10. Pellet im Dunkeln; Arrestin-GST: 5. Uberstand nach Belichtung; 6. Uberstand im Dunkeln;
11. Pellet nach Belichtung; 12. Pellet im Dunkeln
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Die Aktivitatstests zeigen eindeutig, daB sowohl das vom GST isolierte Arrestin als auch das
Fusionsprotein aktiv sind. Beide Proteine verhalten sich unter den Bedingungen des
Zentrifugations-Bindungs-Assay entsprechend dem Arrestin aus dem Rinderauge. Bindung an
das phosphorylierte Rhodopsin erfolgte praktisch nur nach dessen Lichtaktivierung.
II. Bindungs-Assay von MRGS-6His-Arrestin sowie Arrestin-6His im
Vergleich zum Arrestin aus dern Rinderauge
Etwa 10 J.1g MRGS-6His-Arrestin bzw. Arrestin-6His wurden mit etwa 200 J.1g PMBs bzw.
120 J.1g ROS in einem Gesamtvolumen von 150 J.11 pro Ansatz eingesetzt. Die verwendete
Menge an Arrestin aus dem Rinderauge betrug nul' etwa 2,5 J.1g. Die Belichtung erfolgte fur
20 min auf einem Lichttisch. Uberpruft wurde die Abhangigkeit del' Bindung an Rhodopsin
von Phosphorylierung und Belichtung, dabei wurden PMBs und ROS (ungewaschen)
eingesetzt.
Auswertung del' Ansiitze mit Phosphorylierten Membranen (PMBs):
Die Analyse del' PMB-Uberstande im SDS-Gel (Abb. 3.19. Spuren 3A, 4A, 7A, 8A, lIA,
12A) zeigt sowohl fur das MRGS-6His-Arrestin (Abb.3.19. Spuren 7A, 8A) als auch das
Arrestin-6His (Abb. 3.19. Spuren 3A, 4A) keine vollstandige Bindung an die belichteten,
phosphorylierten Membranen. Im Vergleich mit den Uberstanden nach Dunkelinkubation
(Abb. 3.19. Spuren 4A, 8A) enthalten die Uberstande nach Belichtung (Abb. 3.19. Spuren 3A,
7A) noch in etwa die Halfte des eingesetzten Proteins. Das Arrestin aus dem Rinderauge war
nach Belichtung nicht memo im Uberstand zu finden (Abb, 3.19. Spur lIA), jedoch wurde von
diesem Protein auch nul' 'A del' Menge del' rekombinanten Arrestinfusionen eingesetzt. Nach
Dunkelinkubation war das Arrestin aus dem Rinderauge ungebunden im Ubcrstand
(Abb. 3.19. Spur 12A). Zum Vergleich ist in Spur lA del' Abb. 3.19. del' Uberstand von reinen
PMBs aufgetragen, es sind keine Banden zu erkennen.
Die PMB Pellets nach Belichtung oder Dunkelinkubation bestatigten das beschriebene
Ergebnis. Im SDS Gel war die Auswertung schwierig aufgrund von kontaminierenden
Banden aus der ROS-Praparation (Abb. 3.19. Spuren 3B, 4B, 7B, 8B, liB, 12B). Im
Vergleich zu den Pellets nach Dunkelinkubation (Abb. 3.19. Spuren 4B, 8B) erkennt man
jeweils eine zusatzliche Bande bei etwa 50 kDa im Pellet nach Belichtung (Abb. 3.19. Spuren
3B, 7B). Die Pelletproben des Arrestins aus dem Rinderauge lassen sich im SDS-Gel nicht
auswerten (Abb. 3.19. Spuren liB, 12B).
Die Analyse der PMB Pellets im Westernblot (Abb. 3.19. Spuren 3C, 4C, 7C, 8C, lIC, 12C)
war eindeutiger. Jedoch wurde auch hier die Auswertung durch das Vorhandensein von
natiirlichem Arrestin in den verwendeten Membranen erschwert. Der polyklonale Arrestin
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Antikorper erkannte sowohl das nattirliche retinale Arrestin als Doppelbande (3.7.), als auch
das im Reaktionsansatz zugegebene rekombinante bzw. aus dem Auge isolierte Protein. Die
Auswertung konnte jeweils nur durch Vergleich del' belichteten Probe mit del' Dunkelprobe
erfolgen. Nach Belichtung ist ein starkeres Signal (Abb. 3.19. Spuren 3C, 7C, llC) als nach
Dunkelinkubation zu erkennen (Abb. 3.19. Spuren 4C, 8C, 12C).
Erst die Westernblotanalyse mittels Detektion durch anti-6His-Konjugat lieferte ein
eindeutiges Ergebnis. Nul' in del' Pelletprobe nach Belichtung (Abb.3.19. Spur 3D) ist ein
Signal zu detektieren. Es ist kein Signal in Abb.3.19. Spur 4D, also fand nach
Dunkelinkubation keine Bindung statl. Nul' das Arrestin-6His kann in den Proben
nachgewiesen werden (Abb. 3.19. Spuren 3D, 4D). Das Konjugat zeigte in diesem Versuch
keine Reaktion mit den verschiedenen Pelletproben del' Ansatze mit MRGS-6His Arrestin
(Daten nicht gezeigt).
Auswertung der Ansiitze mit ROS:
Im SDS Gel aufgetragene Uberstande del' verschiedenen Reaktionsansatze (Arrestin aus dem
Rinderauge, MRGS-6His-Arrestin und Arrestin-6His) zeigen nul' einen geringen Unterschied
des Arrestin-Proteingehaltes nach Belichtung (Abb. 3.19. Spuren 5A, 9A, 13A) im Vergleich
zur Dunkelinkubation (Abb.3.19. Spuren 6A, lOA, 14A). Es hat nach Belichtung eine
Bindung an die ROS Membranen in geringem Malle stattgefunden. Die Uberstande del'
unbehandelten ROS enthalten eine grofse Zahl an loslichen Proteinen, daher ist zum Vergleich
in Abb. 3.19. Spur 2A del'Uberstand von reinen ROS ohne Zusatz gezeigt. Die Pellets sind im
SDS Gel nicht auswertbar (Abb. 3.19. Spuren 5B, 6B, 9B, lOB, 13B, 14B).
Die Westernblots del' ROS Pellets bestatigten die beschriebenen Beobachtungen an den
Fraktionen del' Uberstande, Nach Belichtung lief sich ein starkeres Signal detektieren
(Abb.3.19. Spuren5C, 9C, 13C) als nach Dunkelinkubation (Abb.3.19. Spuren 6C, lOC,
14C). Die Inkubation des Blots mit dem anti-6His-Konjugat wiederum bestatigte dies
(Abb. 3.19. Spuren 5D, 6D).
In diesel' Versuchsreihe II ergab sich eine Licht- und Phosphorylierungs abhangige Bindung
von MRGS-6His-Arrestin und Arrestin-6His an Rhodopsin: Es wurde vornehmlich eine
Bindung an lichtaktiviertes, phosphoryliertes Rhodopsin (PMBs) gefunden, nul' in geringem
Malle an ROS. Die Fusionsproteine verhalten sich unter den Bedingungen dieses Assay nicht
anders als das Arrestin aus dem Rinderauge.
Ob tatsachlich eine Bindung an unphosphoryliertes Rhodopsin stattgefunden hat ist nicht
definitiv zu folgern, da stets ein gewisser Anteil del' Rhodopsinmolekille in ROS
phosphory1iert vorliegt, Auch kann keine Aussage daruber getroffen werden, ob die zum Test
eingesetzten Arrestinmolekille noch aile aktiv waren. Jedoch sollte im Faile einer
Proteindenaturierung das Arrestin im Pellet zu finden sein. Es konnte sich daher urn inaktives
noch losliches Arrestin hande1n. Eine wahrscheinlichere Erklarung del' beobachteten
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Ergebnisse berlicksichtigt die Belichtungsdauer und Intensitat. Nul' belichtete
Rhodopsinmolekiile stehen als Bindungspartner zur Verfligung. Es konnte sein, daB die
Anzahl del' belichteten Rhodopsinmolekiile in diesen Versuchen nicht flir die Bindung aller
eingesetzter rekombinanten Arrestine ausreichte. Auch zerfallt del' Arrestin-Rhodopsin-
Komplex nach einiger Zeit wieder. Aufgrund langer Belichtung (20 min) konnten zu Anfang
gebundene Arrestine wieder aus dem Komplex entlassen werden und somit ungebunden im
Uberstand vorhanden sein.




















Abbildung 3.19.: Resultate des Zentrifugations-Bindungs-Assays von MRGS-6His-Arrestin (47.7) bzw.
Arrestin-6His (73.2) im Vcrgleich zum Arrestin aus dem Rinderauge an P?yffis und ROS. Dargestellt sind Proben in
Coomassie gefllrbten SDS-Gelcn 02%) fA Uberstiinde und B Pellets) und in Westemblots nach Chemolumineszenz-
Detektion. Die Inkubation erfolgte mit polyklonalem anti-Arrestin Antikorper und entsprechendem Sekundarantikcrper {Q
oder mit anti-6His-Peroxidase Konjugat (D), In der Spur Mist die 10 kDa Ladder aufgetragen. Spur 1 zeigt den Uberstand
von PMBs ohneZusatz vonArrestin, Spur 2 zeigt den Uberstand von ROS ohne Zusatz von Arrestin,
Uberstande nach Belichtung an PMBs: Spur 3A 73.2. Spur 7 A, 47.7, Spur 11 A, boy. Arr.
Uberstande nach Inkubation im Dunkeln an PMBs: Spur 4 A 73.2, Spur 8 A, 47.7, Spur 12 A, boy. Arr.
Uberstandc nach Belichtung an ROS: Spur 5 A 73.2. Spur 9 A, 47.7, Spur 13 A, boy. Arr
Uberstande nach Inkubation im Dunkeln an ROS: Spur 6 A 73.2, Spur 10 A 47.7, Spur 14 A boy. Arr.
Pellets nach Belichtung an PMBs: Spur 3B, C, D 73.2, Spur 7 B, C 47.7. Spur 11 B, C boy. Arr.
Pellets nach Inkubation im Dunkein anPMBs: Spur 4 B, C, D 73.2, Spur 8 B, C 47.7, Spur 12 B, C boy. Arr.
Pellets nach Belichtung an ROS: Spur 5 B, C, D 73.2. Spur 9 B, C 47.7, Spur 13 B, C boy. Arr
Pellets nach Inkubation im Dunkeln an ROS: Spur 6 B, C, D, 73.2, Spur 10 B, C 47.7, Spur 14 B, C boy. Arr.
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III. Untersuchung der verschiedenen N- und Csterminal rnodifizierten
rekornbinanten Arrestine irn Vergleich zurn Arrestin aus dern
Rinderauge
Basierend auf den bereits durchgefUbrten Bindungsassays (siehe I. und II.), sowie
verschiedenen Experimenten mit Arrestin aus dem Rinderauge (Daten nicht gezeigt), wurden
die folgenden Assays III. erstelIt:
Parallel wurden zwei verschiedene PMB-Pdiparationen (PMBs-A und PMBs-N mit A = alt
und N = neu) im Vergleich zu gewaschenen ROS (W-ROS) verwendet. Die Arrestinproben
wurden 400 nM eingesetzt, die PMBs-A in 150fachem Uberschuf (60 IlM), PMBs-N und
W-ROS in 75fachem Uberschufl (30 IlM) zugegeben. Das Volumen del' Ansatze betrug
100 Ill. Die Ansatze wurden entweder im Dunkeln inkubiert (Negativkontrollen) oder fur
1 min bzw. 20 min mit einer starken Lichtquelle (400W) belichtet.
KCI-haltige Proben lassen sich schwer im SDS-Gel untersuchen, da beim Auftrag unlosliches
Kaliumdodecylsulfat ausfallt. Urn dies zu unterbinden wurden die in 120 mM KCI
vorliegenden Membranen sedimentiert und fur die Verwendung im Assay in NaCI-haItigen
Bindungspuffer (2.3.1.) resuspendiert, die Proteinproben lagen im entsprechenden Puffer VOL
Die gesamten Uberstande (100 Ill) und Pellets (1110 Volumen bei PMBs-N und W-ROS,
1/5 Volumen bei PMBs-A) der Bindungsassays wurden in SDS-GeIen und Westemblots
untersucht. Die Analyse del' Uberstande im SDS Gel mit Sypro-Orange Farbung und
anschIieBendem Westemblot ist nicht gezcigt, da die Bandenintensitaten aller Uberstande
gleich waren.
Durch Reaktion des in den Membranen vorhandenen nattirlichen Arrestins mit dem
Antikorper wird (wie in II.) die Auswertung der Blots mit anti-Arrestin Antikorpern
erschwert.
A: Der Vergleich del' PMB Proben nach DunkeIinkubation mit den belichteten
Proben zeigt ein starkeres Signal nach Belichtung (Abb. 3.20. Spuren I-6). Die Intensitat der
Signale der Westernblotanalyse der W-ROS Proben ist jedoch unabhangig von der Belichtung
(Abb. 3.20. Spuren 7-9). Diese Versuchsreihe ergibt fur Arrestin aus dem Rinderauge eine
Iichtabhangige Bindung an phosphoryliertes Rhodopsin, wobei aufgrund der Reaktion des in
den Membranen vorhandenen, nattirlichen Arrestins mit dem Antikorper keine Aussage tiber
eine Bindung im Dunkeln getroffen werden kann. Eine Bindung an W-ROS findet sowohl im
Dunkeln als auch nach Belichtung statt. Das Arrestin aus dem Rinderauge zeigt hier
anscheinend Phosphorylierungs unabhangige Bindung.
B: Da das mit StrepTagII modifizierte Arrestin ein groBeres Molekulargewicht als
das native Arrestin aus dem Rinderauge hat, vereinfacht sich die Auswertung im Westernblot
durch das Auftreten einer "dritten" Bande. 1m wesentlichen Iiegt fur Arrestin-StrepTagII das
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gleiche Bindungsverhalten wie von Arrestin aus dem Rinderauge VOl'. An phosphoryliertes
Rhodopsin (PMBs) findet eine lichtabhangigc Bindung statt (Abb. 3.20. Spuren 1-6), wobei
auch in den Dunkelproben (Abb. 3.20. Spuren 1,4) deutlich eine schwache Bande detektiert
wird. An W-ROS erfolgt unabhangig von del' Belichtung eine deutliche Bindung.
c: An phosphoryliertes Rhodopsin (PMBs) bindet Arrestin-Slfis nul' nach
Belichtung, bei Dunkelinkubation ist in den Pellets im Westernblot keine Bande erkennbar
(Abb. 3.20. Spuren 1-6). Die Bindung an die verwendeten W-ROS Membranen erfolgt Licht
unabhangig, im Vergleich mit wildtypischen Arrestin aus dem Rinderauge und
Arrestin-Strep'I'agll jedoch schwacher ausgepragt (Abb.3.20. Spuren 7-9). Das
anti-6His-Konjugat wechselwirkt nicht mit Proteinen in W-ROS oder PMBs und ermoglicht
eine eindeutige Aussage.
D: Arrestin-V244C-6His verhalt sich wie ihr wildtypisches Pendant Arrestin-6His,
und somit wie das Arrestin aus dem Rinderauge. In den Pellets del' PMBs nach
Dunkelinkubation ist nul' eine sehr schwache Bande zu detektieren (Abb. 3.20. Spuren 1, 4).
Die Proben nach Belichtung (Abb. 3.20. Spuren 2, 3, 5, 6) enthalten einen gut erkennbaren
Anteil an gebundenem Arrestin-V244C-6His. Die Bindung an W-ROS erfolgt unabhangig
von del' Belichtung (Abb. 3.20. Spuren 7-9).
E: Das am N-Terminus mit MRGS-6His modifizierte Arrestin zeigt im Vergleich
zu vorangegangenen Untersuchungen dieses Proteins (3.20.x. II) eine Bindung an Rhodopsin,
die im wesentlichen nur schwach Licht- und Phosphorylierungs abhangig ist. Die Bindung an
PMBs nach Dunkelinkubation (Abb.3.20. Spuren 1, 4) entspricht in etwa del' an das
unphosphorylierte Rhodopsin (Abb. 3.20. Spuren 7-9). In den Pellets del' belichteten Proben
(Abb. 3.20. Spuren 2, 3, 5, 6) ist jedoch mehr MRGS-6His-Arrestin gebunden worden als
nach Dunkelinkubation.
F: Nach Inkubation mit dem Antikorper S8D8 laBt sich kein gebundenes
Fusionsprotein an die PMBs-A (Abb. 3.20. Spuren 1-3) feststellen, ebenso enthalten alle
Pellets nach Dunkelinkubation kein Al'restin-GST (Abb. 3.20. Spuren 1, 4, 7). Nach
Belichtung hat das Fusionsprotein an PMBs-N gebunden (Abb, 3.20. Spuren 4, 5), die
Bindung an W-ROS ist in den belichteten Proben sehr schwach (Abb.3.20. Spur 5). Die
Auswertung diesel' Versuche ergibt fur Arrestin-GST eine Licht- und Phosphorylierungs
abhangige Bindung an Rhodopsin.
G: Die . Auswertung del' Bindungs Assays von Arrestin-GS'T an PMBs und
W-ROS erfolgte zusatzlich durch Inkubation des Blots (nach Strippen, 2.8.3.3.) mit anti-GST
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Antikorpern, Diese bestatigt die in F: beschriebenen Resultate, zusatzlich wird in der 20 min
belichteten Probe der PMBs-A eine geringe Menge an gebundenem Arrestin-GST festgestellt.
PMB-A PMB-N W-ROS
+ + + + + + Licht
20 20 20 min.





















Abbildung 3.20.: Pellets der Zentrifugations-Bindungs-Assays. Westemblots nach Inkubation mit dem
Antikorper S8D8 CA, B, F) oder dem anti~GST-Antikorper (0) und jeweils entsprechenden Sekundhrantikdrpem bzw. anti-
6His-Peroxidase-Konjugat mit anschlieBender Chemolumineszenz. 1.,4.,7. Dunkelinkubation; 2., 5., 8. 1 min Belichtung;
3., 6., 9. 20 min Belichtung




Bei fast allen untersuehten, modifizierten Arrestinen findet naeh einer Minute Beliehtung an
die PMBs-N die starkste Bindung statt (Abb.3.20. Spuren 5). Ein Vergleich del'
untersehiedlieh lang beliehteten Proben zeigt meist naeh 1 min (Abb. 3.20. Spuren 2, 5) einen
grobercn Anteil an gebundenem Protein als naeh 20 min (Abb. 3.20. Spuren 3, 6). Eine
Erklarung daflir ist, daB der Arrestin-Rhodopsin-Komplex naeh gewisser Zeit wieder zerfallt
und somit zu Anfang gebundene Arrestine wieder aus dem Komplex entlassen werden, Diesel'
Effekt verstarkt sieh noeh dureh eine Problematik in del' Durchfuhrung des Versuehes. Die
Proben naeh 20 min Beliehtung konnten nicht sofort im AnsehluB zentrifugiert werden, und
muBten einige Zeit im Dunkeln gelagert werden, in del' del' Arrestin-Rhodopsin-Komplex
teilweise zerfallen konnte. Dureh verlangerte Beliehtung von 20 min soIlte ein grolserer Anteil
der Rhodopsinmolekiile Iichtaktiviert sein als naeh nul' 1 min Beliehtungsdauer und somit
mehr Arrestine binden konnen. Dies wird in den PMBs-A des Proteins MRGS-6His-Atrestin
(Abb. 3.20. E: Spuren 2,3), sowie den PMBs-N del' Proteine Arrestin-Strep'I'agll und Arrestin
aus dem Rinderauge (Abb. 3.20. A, B: Spuren 5,6) bestatigt,
Die Bindung der Arrestine (mit Ausnahme des Arrestin-GST) an die W-ROS ist in diesem
Versuch ungewohnlich stark. Verschiedene Ursachen konnen dies bewirken. Wie schon
erwahnt liegen etwa 1-2 % del' Rhodopsinmolekiile in "dunkeladaptierten" Membranen
lichtaktiviert und phosphoryliert VOl' (U. Wilden, pel's. Mitteilung). Eine vollstandige
Dunkeladaptation ist nieht zu erreiehen, da die Rinderaugen zur ROS-Prliparation erst nach
del' Schlachtung del' Rinder im Dunkeln gelagert werden. Durch Inkubation mit NADPH kann
die Reduktion del' in all-trans vorliegenden Retinal Molekule herbeigeflihrt werden, die
verwendeten Membranen wurden in diesel' Hinsicht allerdings nieht behandelt. Die
gewaschenen ROS enthalten noch losliche Proteinanteile, so daf evtl. noch vorhandene
Rhodopsinkinase nach Belichtung die Rhodopsinmolekiile phosphoryliert und
Arrestinbindung initiiert. Eine weitere Fehlerquelle ist die Durchftthrung des Experimentes
bei Rotlicht (Ie> 620mn), da auch noch bei diesel' Wellenlange Rhodopsin lichtaktiviert wird
(D. Wilden, pel's. Mitteilung). Somit ist eine Bindung in den "Dunkelproben" unabhangig von
del' Phosphorylierung in geringem MaB zu erwarten. Wie in Abschnitt II dieses Kapitels
erwahnt, verfalscht ein gewisser Anteil an inaktivem Arrestin die Ergebnisse.
Eine Aussage tiber die Beeinflussung del' Spezifitat von Arrestin fur phosphoryliertes
Rhodopsin durch die N- und C-terminalen Modifikationen ist nicht moglich. Die Versuche
lassen jedoch im Vergleich zum eingesetzten retinalen Arrestin keinen Untersehied in del'
Lichtabhangigkcit del' Bindung del' modifizierten rekombinanten Arrestine feststellen. Urn
definitive Aussagen zur potentiellen Beeinflussung von Bindung und Spezifitlit dureh die
N- und Cvterminalen Modifikationen treffen zu konnen bedarf es Folgeexperimenten mit
verschiedenen Arrestin-, PMB- und ROS-Praparationen. Wie die PMBs soIlen dann aueh die






Kristallisation von retinalem Arrestin aus dem Rinderauge
Die Kristallisation von Arrestin aus dem Rinderauge erfolgte wie in Kapitel 2.15.1.
(Wilden et al. 1997). Nur durch Optimierung der Bedingungen im Tropfen entstehen
ausreichend groBe Kristalle. Das Alter des Puffers P6.1 hat einen nicht unerheblichen EinfluB
auf das Kristallisationsverhalten von Arrestin aus dem Rinderauge (U. Wilden, personliche
Mitteilung). Arrestin Praparationen, welche mit frischem Puffer P6.l kristallisieren, zeigen
evtl. mit altern Puffer P6.1 (alter als 6 Monate) keine Kristallbildung. Die in der Losung
enthaltenen PEGs werden wahrscheinlich im Laufe der Zeit kurzkettiger (R. Gessenich, pers.
Mitteilung).
Wie bereits erwahnt (1.5.) sind in der 3D-Stmktur fiir die letzten 36 Aminosauren keine
definierten Elektronendichten sichtbar. Urn nachzuweisen, daB die Kristalle das Arrestin in
seiner Gesamtlange enthalten und nicht eine proteolytisch verkiirzte Form oder die
SpleiBvariante p44 vorliegt, wurden diese aufgelost und im SDS-Gel sowie Westernblot
untersucht. Die Vermutung bestand, daB wahrend der langen Inkubationszeit ohne
Kristallbildung iiber dem Reservoir der Zusammensetzung 10:10 (2.15.1.), Proteasen den
C-Terminus von Arrestin angreifen konnen und somit anschlieBend ein verkiirztes Arrestin
kristallisiert. Zur biochemischen Analyse wurden Kristalle aus Ansatzen verschiedenen Alters
sowie Kristalle verschiedener Grolse geerntet, gewaschen und gelost (2.15.3.). Als Vergleich
wurde auf dem Gel nicht-kristallisiertes Protein einer typischen Arrestin Praparation aus dem






Abbildung 3.21.: Coomassie gefarbtes groBes SDS Gel (12%). In den Spuren Mist die 10 kDa Ladder
aufgetragen. 1. Arrestin aus dem Rinderaugc; 2. Kristalle des Kristallisationsansatzes A. ; 3. Mutterlauge des
Krlstallisationsansatzes A; 4. Arrestin aus dem Rinderauge; 5. Tropfen des Kristallisationsansatzes ~ mit Kristallen;
6. Tropfcn des Kristallisationsansatzes C ohne Kristallbildung; 7. Kleine Kristalle aus batch-AnsatzD; 8. GroBe Kristalle aus
Kristallisationsansatz ;g
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Abb. 3.21. zeigt die Analyse der Proben im Coomassie gefarbten, groBen SDS-Gel. Deutlich
ist die Auftrennung des nicht-kristallisierten Arrestins in eine Doppelbande zu sehen
(Abb. 3.21. Spuren 1, 4). Beide Banden liegen tiber der 50 kDa Markerbande. Die Spuren 5-8
der Abb. 3.21. zeigen Protein aus gelosten Kristallen verschiedener Ansatze. In Abb. 3.21.
Spur 3 ist die Mutterlauge eines Kristallisationsansatzes aufgetragen, die Spur 2 der
Abb. 3.21. enthalt das Protein der Kristalle dieses Ansatzes. Samtliche Proben aus
Kristallisationsansatzen zeigen definitiv nur eine Bande im Coomassie gefiirbten SDS Gel.
Diese Bande liegt exakt auf der Hohe der oberen Bande des nicht-kristallisierten Arrestins bei
tiber 50 kDa. In keinem Fall lassen sich die Banden der Molckulargcwichtsgrobc von p44
zuordnen.
Zum immunologischen Nachweis der vollen Proteinlange wurden die gleichen Proteinproben
im Westernblot analysiert, Zusatzlich wurde als Negativkontrolle eine Probe von p44 aus dem
Rinderauge (Spur 2 A, B, C) aufgetragen. Die Detektion erfolgt nacheinander mit Antikorpern
gegen den N-Terminus bzw. den C-Terminus von Arrestin.
Mehrere monoklonale Antikorper die ein N-terminales Epitop erkennen stehen zur
Verfugung, Fur die Bestimmung des am besten geeigneten Antikorpers mit den geringsten
Kreuzreaktionen und dessen einzusetzende Verdilnnung, wurden folgende Antikorper an
~geblottetem Arrestin aus dem Rinderauge vorher erprobt: A2C5, D9F2, F4C1, A9C6, S7D6,
S8D8, AH2F1 und S6H8. Die Wahl fur N-terminale Detektion fallt auf den Antikorper S7D6
der als Epitop die Aminosauren 40 bis 50 erkennt und nur eine geringe Hintcrgrundfarbung
verursacht, Zur Erkennung des C-Terminus steht nur ein Antikorper zur Verftigung, Der
monok1onale Antikorper A9C6 erkennt die Aminosauren 376 bis 386 als Epitop, zeigt jedoch
starke Hintergrundfarbung,
Der Antikorper A9C6 detektiert alle Arrestin- und Kristallproben (Abb. 3.22. Spuren 1, 3-8A,
B), jedoch nicht die p44 Probe (Abb. 3.22. Spur 2A, B). Nach Strippen des Blots und
anschliellender Inkubation mit dem Antikorper S7D6 wurden alle Proben detektiert
(Abb. 3.22. Spuren 1-9 C). Del' Nachweis des p44-Proteins erforderte jedoch eine auBerst
lange Exposition des Chemolumineszenzfilms mit dem Substrat Super Signal Ultra
(Abb. 3.22. Spur 2 C).
Die Spezifitat del' verwendeten Antikorper wurde auch an exprimiertem p44 in
Hefegesamtzellextrakten uberpruft, da die Konzentration der gereinigten p44-Praparation aus
Retinen (Abb. 3.22. Spur 2) auBerst gering war. In den Spuren 1, 2 und 5, 6 der Abb. 3.23.
sind Totallysate von den p44 exprimierenden Klonen 71.13 (6His-Xa-p44; Spuren 1, 2) und
75.8 (6His-p44; Spuren 5, 6) aufgetragen. Die Spuren 3, 4 zeigen Totallysate von Arrestin-
6His exprimierenden Klone 73.2. Deutlich wird, daB del' Antikorper A9C6 definitiv nur ein
Arrestin der vollen Lange erkennt (Abb. 3.23. Spuren 3, 4A, B). Die p44-Proteine
wechselwirkten nur mit dem anti-His-Konjugat (Abb. 3.23. A).
Die hier dargestellten Westernblotanalysen beweisen, daB die Rontgenstruktur am









Abbildung 3.22.: A: Blot nach Inkubation mit dem Antfkorper A9C6 (C-Terminus), kurze Blotexposition
B: Blot nach Inkubation mit dem Antikorper A9C6 (C-Terminus), lange Blotexposition
C: Blot nach Inkubation mit dem Antikorper S7D6 (N-Terminus)
1. Arrestin aus dem Rinderauge; 2. p44 aus dem Rinderauge; 3. Kristalle des Kristallisationsansatzes A ; 4. Mutterlauge des
KristalIisationsansatzes A; 5. Grote Kristalle aus Kristallisationsansatz ~; 6. KleineKristalle ausbatch-Ansatz];2; 7. Tropfen
des Kristallisationsansatzes H. mit Kristallen; 8. Tropfen des Kristallisationsansatzes .c ohne Kristallbildung: 9. Arrestin aus
demRinderauge





Abbildung 3.23.: Westernblotanalyse von Gesamtzellextrakten nach Chemolumineszenz-Detektion und
Inkubation mit A: anti-His-Peroxidase Konjugat, B: Antfkorper A9C6 und entsprechendem Sekundaranttkorper.
1" 2. Gesamtzellextrakte von KIonen 71.13 (6His-Xa~p44); 3., 4. Gesamtzellextrakte von Klonen 73.2 (Arrestln-til-lis):
5. 6. Gesamtzellextrakte von Klonen 75.8 (6His-p44)
3.6.2.
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Kristallisation von modifiziertem, wildtypischem Arrestin aus
S. cerevisiae
Die Resultate del' optimiertcn Kristallisationsbedingungen von MRGS-6His-Arrestin,
Arrestin-ol-Iis und Arrestin-Strep'Tagll sind in Tab. 3.5. zusammengefaBt.
Tabelle 3.5.:
Protein Konzentration Reservoirpuffer, Kristallgriille Dauer del' Darstellung
Tropfengrdfle (langste Krlstallbildung (Proteinim
Kante) SDS.Gel)
MRGS- -36 mg/ml 10:4,2 III 0,60mm 1 Tag Abb.3.12.,
6His- 10:7, 2 III 1,00mm 1 Woche Spur 11
Arrestin 10:7,4 III 0,45 mm 3 Tage
10:10zulO:4,2 III 0,20mm 4 Wochen
MRGS- -9mg/ml 10:3,2 III 0,48mm 1 Woche Abb.3.12.,
6His- Spur 10
Arrestin
Arrestin- -10 mg/ml 10:3, O,l1mm 3 Tage Abb.3.13.,
6His 10:4, 0,14mm 3 Tage Spur 15
Arrestin- -26mg/ml 10:3 0,29mm 1 Tag Abb.3.13.,
6His 10:4 0,25 mm 1 Tag Spur 16
Arrestin- -16 mg/ml 10:3 0,14mm 3 Tage Abb.3.14.,
StrepTagII Spur 18
Abbildung 3.24.: FUr Arrestin typische, orthorhombische, prismatische Kristallc von Arrestin-6His. Bei
ungestbrtem Kristallwachstum werden bevorzugt die FHichen {IOO}, (OIO) und {DOl} ausgebildet. In der linken Abbildung
hat der Kristall eine Kantenlange von ca. O.2xO.2xO.2 mm'. Das Bild rechts zeigt bet 3 der 4 Kristalle eine bevorzugte
Ausdehnung entlang der [OOI]-Richtung.
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Die typische Kristallform del' rekombinanten Arrestine zeigt Abb. 3.24., sie entspricht del' des
wildtypischen Proteins aus dem Rinderauge. Zu hohe Fallungsmittelkonzentrationen fiihrten
zu sehr kleinen Kristallen. Langere Lagerung von Arrestinlosung bei 4 °C minderte die
Kristallqualitat, d.h. die Abweichungen von del' idealen orthorhombischen Form nahm zu.
Proteinpraparationen mit einer Konzentrationen unter -9 mg/ml konnten nicht kristallisiert
werden. Die Proteine Arrestin-GST und p44 kristallisierten nicht unter
"Arrestin-Bedingungen", Sie prazipitierten vollstandig im Tropfen. Veranderte
Kristallisationsbedingungen waren hier erforderlich.
3.6.3. Auflbsen von Kristallen ffir analytische Zwecke
Kristalle von Arrestin-6His wurden auf die vollstandige Aminosaurenlange del' kristallisierten
Proteinmolektile tiberpruft. Die aufgelosten Kristalle wurden mittels IMAC (2.9., Tab. 2.6.)





Abbildung 3.25.: Proteinproben von Arrestin-6His in Coomassie gefarbten SDS Gelen nach Schaggar & von
Jagow (2.8.1.). In der Spur Mist die 10 kDa Ladder aufgetragen. 1. Erster Uberstand nach Ldsung von Kristallen;
2. Zweiter Uberstand nach Losung von Kristallen; 3. nieht kristallisiertes Protein; 4. Protein aus Kristallen nach
IMAC~Reinigung und anschlieBender Konzentration
Die Abb. 3.25. zeigt in den Spuren 1, 2, und 4 das aus aufgelosten Kristallen gewonnene
Protein Arrestin-6His. Das Protein zeigt nach Kristallisation und anschlieBender Losung del'
Kristalle nur eine Bande, entsprechend dem Arrestin aus dem Rinderauge (3.6.1., Abb. 3.21.).
In Spur 4 del' Abb. 3.25. ist Arrestin-6His aus Kristallen nach del' IMAC Reinigung
dargestellt, Spur 3 del' Abb. 3.25. zeigt im Vergleich nicht kristallisiertes Arrestin-6His.
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3.7. Proteinanalyse von Arrestinen mit biochemischen und
spektroskopischen Methoden
Bei der Reinigung der verschiedenen N- und Csterminal modifizierten Arrcstine sowie dem
p44 zeigt sich, daB das isolierte Protein im SDS Gel immer aus einer Doppelbande besteht.
Auch die Analysen von Gesamtzellextrakten im Westernblot ergeben zwei Banden. In
Abhangigkcit von der Gellange und -Prozentigkeit sind diese Banden unterschiedlich gut
autgelost und erkennbar, Die Auspragung der beiden Banden hangt zum einen von der Art des
Proteins ab, zum anderen auch von der jeweiligen Praparation. Meistens sind beide Banden
gleich stark ausgepragt (Abb.3.26. Spur 2, 3) nur bei MRGS-6His-Al1'estin ist die untere
Bande stets deutlicher (Abb. 3.26. Spur 4; auch 3.3.2.2.). Das Arrestin aus dem Rinderauge
(verschiedene Praparationen, Abb. 3.26. Spuren 5-8) zeigt auch diese 2 Banden.
Beide Proteinbanden wurden sowohl von den verschiedenen verwendeten Antikorpern und
Konjugaten gegen Arrestin, als auch gegen die Modifizierungen erkannt. Die Ursache ist
wahrscheinlich in posttranslationalen Modifikationen und in Proteolyse begriindet. Es ist
bekannt, daB bei etwa 30 % der Proteinmolekiile von Arrestin aus dem Rinderauge eine
N-terminale Acetylierung vorliegt und in 70 % aller Molekiile die ersten 4 Aminosauren
entfernt sind (SWISS-PROT: P08168). Rekombinante Arrestine wurden mit Isoelektrischer
Fokussierung, Edmann-Abbau und massenspektroskopischen Methoden untersucht (3.7.1. bis
3.7.4.).






Abbildung 3.26.: Coomassie gefarbtes SDS Minigel nach Schaggar & von Jagow (2.8.1., Spuren 1-4) bzw.
12%iges SDS Minigel (Spuren 5-8), etwa tpg Protein pro Spur. In Spur MI ist die IOkDn Ladder aufgetragen, MIl zeigt den
HMW Marker. 1. Arrestin aus dem Rinderauge; 2. Arrestin-6His; 3. Arrestin-StrepTagII; 4. MRGS-6His-Arrestin;
5.-8. Arrestin ausdem Rinderauge, verschiedene Praparatlonen
3.7.1. Uberpriifung der Homogenitat von Arrestinen mittels
Isoelektrischer Fokussierung
Aus Rinderaugen isoliertes Arrestin hat eine stark ausgepragte Mikrohcterogenitat, In der
Isoelektrischen Fokussierung konnen bis zu 14 Banden im pH Bereich von 5,5 bis 6,1
definiert werden. Die Ursache dieser vielen Subspezies ist unklar. Zum Teil werden sie auf
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die Herkunft aus verschiedenen Organismen (verschiedene Rinder, Kalber) zuruckgcfuhrt
(1.4.1.; 1. Weyand, Dissertation, 1988). Urn die exprimierten Proteine auf ihre
Mikroheterogenitat hin zu untersuchen, wurden Proteinproben von MRGS-6His-Arrestin,
Arrestin-6His, Arrestin-Strep'I'agll, und Arrestin-V244C-6His im Vergleich zum Arrestin aus
dem Rinderauge mit Hilfe del' Isoelektrischen Fokussierung analysiert. Die Proben sind (mit
Ausnahme von Arrestin-V244C-6His) in Abb. 3.26. im SDS Gel dargestellt, und weisen alle
die typischen 2 Banden auf. Das Arrestin aus dem Rinderauge fokussiert in zwei
Hauptbanden und mehreren anderen Banden, die in S. cerevisiae exprimierten Proteine haben
eine Hauptbande mit schmalen Nebenbanden. Zu berucksichtigen ist, daB es sich bei den
verwendeten Proteinproben nicht urn 100 % sauberes Arrestin handelt. Die drei mit
6 Histidinen modifizierten Arrestine haben aIle einen ahnlichen pl-Wert, del' im Vergleich
zum wildtypischen Protein leicht zu niedrigeren pH-Werten verschoben ist. Del' StrepTagII






Abbildung 3.27.: Isoelektrisches Fokussierungsgel im pH Bereich von 3-9. Gel nach Silberfarbung. Es wurde
jeweils etwa 1 IJ.g Protein geladen. 1. Arrestin-StrepTagII; 2, Arrestin aus dent Rinderauge; 3. MRGS-6His.Arrestin;
4. Arrestin-6His; 5. Arrestin-V244C-6His
3.7.2. Ermittlung der Masse von Arrestin-StrepTagII mittels Elektro
Spray Ionisierung (ESI)
Das Protein Arrestin-Strep'I'agll wurde mittels ESI auf seine Masse geprlift, die Ergebnisse
sind in Tab. 3.6. dargestellt. Das Spektrum ist im Anhang gezeigt.
Die Genauigkeit des Gerates liegt bei 100 ppm (entspricht 0,01 %), so daB unter
Berlicksichtigung des Fehlers ein Verlust del' beiden N-terminalen Arninosauren Methionin
und Lysin angenommen wird. Dies ist konsistent mit den Angaben fur das wildtypische
Arrestin aus dem Rinderauge, daB bis zu 3 Aminosauren am N-Terminus fehlen konnen,
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Tahelle 3.6.:
Protein Berechnete Masse Gemessene Masse Fehler (%)
Arrestin-StrepTagII 46356Da (wt-acctyliert) 46136 Da -0,47%
46314Da (n. acetyliert) +0,38%
Arrestin-StrepTagII wt - Met (131Da) 46136 Da + 0,19%
46225Da
Arrestin-StrepTagII wt - Met-Lys (259Da): 46136 Da -0,08%
46097Da
3.7.3. N-terminale Sequenzierung (Edmann-Abbau) von retinalem
Arrestin und Arrestin-6His
Mittels Edmann-Abbau wurde Arrestin-6His im Vergleich zum Arrestin aus dem Rinderauge
N-terminal scquenziert (2.13.). Die Arrestinprobe aus dem Rinderauge lieB sich nicht
sequenzieren, was auf eine N-terminale Blockierung durch Acetylierung hindeutet. Fur das
Arrestin-6His ergabt sich nach 6 Abbauschritten folgende Sequenz:




Die ersten drei Aminosauren Met-Lys-Ala fehlen bei Arrestin-6His. Dies ist jedoch konsistent
mit del' Eintragung in die Sequenzdatenbank, daB bei 70 % del' wildtypischen Molektlle die
N-terminalen ersten 4 Aminosauren fehlen (3.7.). Das Fehlen diesel' Aminosauren kann z.B,
durch Aminopeptidasen verursacht werden. Die Proteolyse des N-Terminus ist bei del'
5. Aminosaure terminiert, Demzufolge ist das Auftreten von Zwischenstufen del' Proteolyse
erklarbar. T. Fischer konnte nach Edmann-Abbau aile Zwischenstufen von Protein voller
Lange bis zum Fehlen del' ersten 4 Aminosauren detektieren (Dissertation, 1997).
3.7.4. Bestimmung der Masse von retinalem Arrestin sowie
Arrestin-6His mittels Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation
(MALDI)
Wildtypisches Arrestin aus dem Rinderauge, Arrestin-6His (unkristallisiert) und Arrestin-
6His aus aufgelOsten Kristallen wurden mittels MALDI analysiert.
Die Ergebnisse sind tabellarisch zusammengefaBt, die Massenspektren sind im Anhang
dargestellt, Alle Messungen liegen im Fehlerbereich des Gerates von (0,05 % bis 0,5 %).
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Die Abweichung der gemessenen von der berechneten Masse des wildtypischen Arrestins und
des nicht kristallisierten Arrestin-ol-Iis ist gering, so daB anzunehmen ist, daB die Proteine in
voller Lange vorliegen. Eine Aussage tiber die Acetylierung ist nicht moglich, da die Masse
dieser Modifikation unter der Auflosung des Gerates Iiegt (2.12.1.).
Tabelle 3.7.:
Protein Berechnete Masse Gemessene Masse Fehler (%)
BSA (Kalibrant) 66430Da 66545 Da +0,17%
Wildtyp. Arrestin 45317 Da (acetyliert) 45385 Da + 0,15%
Arrestin-6His 46097,8 Da (nicht 46059 Da -0,08%
Arrestin-6His acetyliert, wt+6His) 45910Da -0,41%
aus Kristallen
Berechnungen:
Arrestin-6His 46059 Da -0,20%
Arrestin-6His wt - Met (131 Da): 45910 Da -0,12%
aus Kristallen 45966,8
Arrestin-6His 46059 Da -0,48%
Arrestin-6His wt - Met-Lys (259 Da): 45910 Da +0,16%
aus Kristallen 45838,8
Arrestin-6His 46059 Da -0,63%
Arrestin-6His wt - Met-Lys-A1a (330 45910 Da + 0,31%
aus Kristallen Da): 45767,8
Arrestin-6His wt - Met-Lys-Ala-Asn 45910 Da +0,56%
aus Kristallen (444 Da): 45653,8
FUr die Arrestin-6His Proteine wurden verschicdenc Proteingrofien und die resultierenden
Fehler berechnet (Tab. 3.7.). Das kristallisierte Protein kann die volle Lange (inklusive
6His-Peptid) haben, moglich ist aber auch ein N-terminaler Verlust von bis zu
3 Aminosauren, Ein Fehlen von maximal zwei Aminosaurcn ist beim nicht-kristallisierten
Arrestin-6His moglich, Diese Varianten liegen aile im Fchlerbereich des Gerates, Die
geringste Abweichung zwischen MeBwert und berechneter Masse erhalt man bei Veriust der
ersten Aminosaure (das Methionin). Unter Berlicksichtigung der Resuitate der N-terminalen
Sequenzierung (3.7.3.) fehlen wahrscheinlich die ersten 3 N-terminalen Aminosauren
(Met-Lys-Asn).
Die geringe Auflosung des Gerates errnoglicht keine Aussage tiber eine Differenz der Masse





Die Methode del' Kryokristallographie bietet den Vorteil, daB Strahlenschaden am Kristall
reduziert werden, Somit konnen vollstandige und qualitativ bessere Daten an einem einzigen
Kristall gemessen werden (Stura & Chen, 1992). Durch Tranken del' Kristalle mit
Kryoprotektaten wird ein Kristallisieren del' Mutterlauge in den Solvenskanalen zwischen den
Proteinmolekiilen verhindert. Die am haufigsten verwendeten Kryoprotektate sind
Ethylenglykol und Polyethylenglykole. Im Fall von Arrestin sind diese zwar in hohem MaBe
in del' Mutterlauge enthalten (2.3.1.), jedoch optimiert eine zusatzliche Inkubation mit
Glutaraldehyd das Einfrieren del' Kristalle (J. Granzin, pel's. Mitteilung). Del' ProzeB des
Einfrierens hat einen erheblichen EinfluB auf die Diffraktionsqualitat eines Kristalls und somit
auf die maximale Auflosung del' Rontgenbeugungsdaten.
3.8.1. Untersuchungen an nativen Kristallen
Die Messungen an nativen Kristallen wurden an einem Drehanoden-Rontgengenerator unter
Kryobedingungen (T=100K) (2.16.1,) vorgenommen, und dienten del' Bestimmung von





Arrestin aus a=171.22 P2j212
dem Rinderauge b=188.77
c=90.93
MRGS-6His- a=171.66 P212 j2
Arrestin b=190.0
c=91.83
Arrestin-6His a=168.62 P2j2 j2
b=185,17
c=90.68
Arrestin- a=167.98 P212 12
StrepTagII b=186.31
c=90.47
Die rekombinanten, nativen Proteine kristallisieren in del' gleichen Raurngruppe wie das
wildtypische, native Arrestin aus dem Rinderauge, nul' die Gitterkonstanten variieren leicht.
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Die kristallographischen Daten legen den SchluB nahe, daB keine Veranderungen in del'
Molektil-Packung durch die Modifikationen ("Tag's") verursacht werden.
3.8.2. Untersuchungen an Schweratomderivateu
Da in del' wildtypischen Arrestin-Struktur die C-terminalen 36 Aminosauren keine
Elektronendichte zeigen (Granzin et al., 1998) lag del' SchluB nahe, das rekombinante
Arrestin-6His einzusetzen urn durch Derivatisierung del' 6 Histidine mit Schweratomen eine
indirekte Lokalisation des C-Terminus vorzunehmen.
Platin bildet mit Imidazolen kovalente Komplexe, und ist somit fur eine Markierung von
Histidin-Seitenketten geeignet (Blundell & Johnson, 1976). Die Koordination von
Platinatomen an das wildtypische Arrestin sind bekannt (J. Granzin, pel's. Mitteilung; Granzin
et al., 1998), so daB zusatzliche Platinpositionen sehr wahrscheinlich am rekombinanten
6His-Peptid liegen.
Die verwendeten Schweratomverbindungen wurden im wesentlichen durch zwei Kriterien
bestimmt: Die Bindungseigenschaften des Schweratoms an entsprechende Aminosaure-
seitenketten und die vorgegebenen Pufferbedingungen. Verbindungen, die in
Umsetzungspuffer unloslich sind, mit Puffersubstanzen reagieren, oder den pH-Wert
beeinflussen sind nicht geeignet. Die Ermittlung del' geeigneten Platinverbindung und seiner
optimalen Konzentration bedarf entsprechender Versuchsreihen. Die Kontrolle erfolgt durch
Rontgenbeugungsexperimente, falsche Bedingungen zerstoren das Kristallgitter. Neben Platin
sind auch Quecksilberverbindungen fur die Markierung von Histidinen geeignet
(Blundell & Johnson, 1976).
Die Daten der durchgefuhrten Experimente mit Schweratornlosungen sind in del' folgenden
Tabelle 3.9. aufgelistet. Die Schweratomverbindungen wurden in Umsetzungspuffer gelost
und die Kristalle darin mit den angegebenen Inkubationszeiten getrankt.
Die unterschiedlichen Platinverbindungen waren verschieden reaktiv mit dem Protein. Die
Verbindung [PtCh(C2~)h (1 mM und 24 h Trankzeit) storte z.B. im erheblichen MaBe die
Ordnung des Kristallgitters, so daB keine Rontgendiffraktion mehr zu beobachten war





Schweratom- Konzentration Inkubatlons- Cltterkonstanten ~[%]







K2PtC16 1mM 24h a=168,45 ~a=-O,l1
b=184,13 ~b=O,38
c=90,37 A,=O.18
K2PtCI. 1mM 24h a=169,29 ~a=-O,62
b=184,03 ~b=O,44
c=90,42 A,=O,12
K2PtCI. 5mM 18 h a=168,89 ~a=-O,38
b=175,06 ~b=5,30
c=92,76 A,=-2,09
K2PtCI. 5mM 4h a=169,15 ~a=-O,53
b=184,52 ~b=O,18
c=90,42 A,=O,12
"PIP" 1mM 24 h a=169,41 # ~a=-O,69
[Pt212(H2NCH2CH b=183,86 ~b=O,54
2NH2)2](N()3)2 c=90,41 A,=O,13
[PtCb(C2H,)h 1mM 24 h --------------------*
[PtCb(C2H.)h 1mM 45 min a=168,63 ~a=-O,23
b=183,n ~b=O,61
c=90,43 A,=O,l1
*=keine Diffraktion nach Derivatisierung
#=Daten wurden am Synchrotron gemessen
A [%] (N; b, c-Da, b, c)=Differenz der Gitterkonstanten (nativer Kristall, N - derivatisierter Kristall, D)
Eine Andcrung del' Ranmgruppe P2j2 j2 dnrch Derivatisierung ist nieht festznstellen.
Die Eignnng von Schweratomderivaten flir Rontgenbeugungsexperimente setzt Isomorphie
voraus und kann an Andcrungen del' Gitterkonstanten abgelesen werden. Del' tolerierbarc
Grenzwert liegt bei etwa 0,5 % Anderung in allen Raumriehtungen (Click & Magdoff, 1956).
Eine grofiere Abweiehung von den nativen Daten wlirde eine Bewegung von
Aminosaureseitcnketten oder sogar von groBerenBereichen del' Polypeptidkette bedeuten, die
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durch die Bildung des Schweratomkomplexes hervorgerufen wurden. Eine Bestimmung der
Schweratomkoordinaten ist nur dann rnoglich, wenn eine Anderung der Elektronendichte nur
an den Stellen der Schweratomsubstitution stattfindet, Isomorphie vorliegt
(Blundell & Johnson, 1976).
Die Berechnungen der Abweichungen der Gitterkonstanten der Derivate in Bezug zurn
nativen Kristall belegen Isomorphie fur fast alle erzeugten Platinderivate. Nach 18 h Trankzeit
mit 5 mM K2PtC4 haben sich die Gitterkonstanten zu stark verandert, eine Inkubation mit
1 mM [PtCb(C214)h fur 24 h stort die Ordnung im Kristallgitter so stark, daB keine
Rontgcnbeugung mehr moglich ist. Der mit "PIP" getrankte Kristall wurde aufgrund von
Erfahrungswerten (Messungen an Kristallen von Arrestin aus dem Rinderauge; J. Granzin,
pers. Mitteilung) ausgewahlt.
3.8.3. Untersuchungen des "PIP"-Arrestin-6His Derivats
Der "PIP"-Arrestin-6His-Kristall wurde am Synchroton (Daresbury, UK) unter
Kryobedingungen (T=lOOK; 2.16.1.) gemessen.
Eine Rdntgenbeugungsaufnahme von Platin-derivatisiertem Arrestin-6His ist in Abb. 3.28.
gezeigt, die maxirnale prozessierbare Auflosung betragt 4.15 A. Typisch sind fur
Beugungsaufnahmen von Arrestin die diffusen Ausschmierungen zum Rand hin,
hervorgerufen wird dies u.a. durch eine partielle Fehlordnung in der Fernordnung
(dies beschrankt auch den rnaximalen Beugungswinkel). Zusatzlich ist die Mosaizitat des
Kristalls durch den induzierten StreBbeirn Einfrieren sowie das Tranken mit "PIP" erhoht.
Die Auswertung dieser Daten mittels der Methode des Molekularen Ersatzes ergibt die
gleiche Raurnanordnung von Arrestin-6His wie fur das Arrestin aus dem Rinderauge.
AnschlieBende Differenz-Fouriers zeigen keine Elektronendichte fur den C-Terminus, die
Platin-Positionen sind alle an der N-terminalen Domane der jeweiligen 4 Molektlle der
asymrnetrischen Einheit (1.5.) lokalisiert. Platin hat entweder nicht an das 6His-Peptid
gebunden, oder es liegt nach wie vor eine Fehlordnung aufgrund der hohen Beweglichkeit
dieses Proteinbereiches vor.
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Abbildung 3.28.: Rdntgenbeugungsaufnahme von Platin-derivatisicrtem Arrestin-6His vom Synchrotron
Daresbury (UK). Die MeBparameter dieser Rctationaufnahme sind: Temperatur T=l00K, Wellenlange N:::1.488A.
Kristall-Detektorabstand DX=257mm, Rotation 8.4'=1.5°,
Dec Pfeil markiert die maximale prozessierbare Auflbsung von 4.15 A. Typisch fllr Beugungsaufnahmen von Arrestin
sind die diffusen Ausschmierungen zurn Rand hin (hier exemplarisch hervorgehoben in Box "a").
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4. Diskussion
Ziel diesel' Arbeit war, ein heterologes Expressionssystem fur retinales Arrestin zu
entwickeln, urn eine Grundlage ftlr die Arrcstin-Mutagenese zu schaffen.
Zu Beginn diesel' Arbeit war auBer dem in vitro Translationssystem in Retikulozytenlysat von
Gurevich & Benovic (1992) kein System bekannt, rekombinantes Arrestin oder Arrestin-
Mutanten zu erzeugen. Durch in vitro Translation ist Arrestin nul' in geringen Mengen
verfugbar, die zwar fur Bindungstests gentigen, nicht abel' fur die Kristallisation.
Arrestin kann in grolien Mengen aus den Stabchenaufiensegmenten von Rinderaugen isoliert
werden. Es wurden bereits verschiedene chromatographische Verfahren etabliert, die alle
mehrere zeitaufwendige Chromatographieschritte kombinieren (Wacker et al., 1977;
Dorey et aI., 1982; Borthwick & Forrester, 1983; Zigler et al., 1984; Kasp et aI., 1987;
Mahlberg, 1989).
Auch die Reinigung von Arrestin tiber eine Antikorpersaule ist rnoglich (Banga et aI., 1987).
Denkbar ware, daB hier die stringenten Elutionsbedingungen bei einem pH-Wert von 11,5
EinfluB auf die Aktivitat von Arrestin nehmen. Es liegen jedoch keine Bindungsdaten von
derart gereinigtem Arrestin an Rhodopsin VOl'.
Buczylko & Palczewski entwickelten (1993) ein chromatographisches Reinigungsverfahren,
welches die spezifische Bindung von Arrestin an Heparin und Inositolhexaphosphat nutzt.
Die einfachste und schnellste Methode wurde von Wilden und Mitarbeitern (1986b)
entwickelt, sie beruht auf del' reversiblen Bindung von Arrestin an P-R* und beinhaltet
lediglich Zentrifugationsschritte. Das auf diese Weise isolierte Arrestin konnte erfolgreich
kristallisiert werden, die Kristalle dienten del' Strukturaufklarung (Wilden et aI., 1997;
Granzin et aI., 1998).
4.1. Expression von Arrestin in E. coli
Zur Herstellung von funktionalem, rekombinanten Arrestin in E. coli wurden N-terminale
Fusionen mit GST und MRGS-6His sowie eine C-temunale Fusion mit StrepTagI exprimiert.
Dabei fanden unterschiedliche Regulationssysteme (tac-Promotor, T5-Promotor und
tetA-Promotor) Verwendung. Mit C-terminalem StrepTagI wurde parallel zur
cytoplasmatischen Expression auch die anschlieBende Sekretion des Proteins ins Periplasma
untersucht. AIle Versuche ftihrten zum gleichen Ergebnis und werden daher nicht getrennt
diskutiert.
Die Expression in E. coli ftlhrte unter variierenden Bedingungen stets zu einem isolierbaren,
Ioslichen Anteil an rekombinantem Arrestin. Diese Proteine zeigten jedoch in Uisung auBerst
geringe Stabilitat und neigten stark zur Prazipitation. Eine Konzentrierung del' Proben war
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nicht moglich (3.1.1. bis 3.1.3.). Del' Hauptanteil des expnmierten Proteins (etwa 90 %)
reicherte sich in Einschlufskorpcm, bestehend aus aggregiertem Protein, an.
Eine Moglichkeit mit den untersuchten Systemen eine grolsere Menge an loslichem und
stabilem Arrestin in E. coli zu exprimieren, konnte eine Co-Expression von naturlichen,
zusatzlichcn Faltungsfaktoren, molekularen Chaperonen sein. In mehreren Fallen konnte so
del' Anteil an loslichern Protein in E. coli erhoht werden (Blum et al., 1992;
Amrein et al., 1995; Hockney et aI., 1995). Molekulare Chaperone assistieren bei del'
Proteinfaltung und beeinflussen durch ihre Menge und Spezifitat Loslichkeit und Rtickfaltung
(Haase-Pettingell & King, 1988; Mitraki & King, 1989; Krueger et al., 1990;
Gething & Sambrook, 1992; Georgopoulos & Welch, 1993).
MRGS-6His-Arrestin und Arrestin-StrepTagI wurden im Zentrifugations-Bindungs-Assay auf
ihre Bindung an Rhodopsin uberpruft, Fur Arrestin-Strep'Tagl konnte bedingt eine
Iichtabhangigc Bindung entsprechend dem wildtypischen retinalen Arrestin gezeigt werden,
jedoch laBt die Interpretation del' Resultate auf einen nicht geringen Anteil unspezifischer
Bindung oder Denaturierung schlieBen. MRGS-6His-Arrestin prazipitierte unter den
Bedingungen des Assays vollstandig (3.1.4.; Abb. 3.6.).
Gray-Keller und Mitarbeiter (1997) konnten wildtypisches und mutiertes Arrestin
(A1'I'estin-RI75E) in E. coli unter Verwendung des Vektors pTrcHis-B in BL21-Zellen
erfolgreich exprimieren. Die von ihnen angewandten Expressionsbedingungen (30°C,
12 h Induktion mit 0,02 - 0,03 mM IPTG) ftihrten mit den in diesel' Arbeit beschriebenen
Expressionssystemen jedoch zur Bildung von Einschlufskorpern. Das von Gray-Keller und
Mitarbeitern untersuchte Protein zeigte im Aktivitatstest die Eigenschaften des retinalen
Arrestins. Dies deckt sich mit den Resultaten fur Arrestin-StrepTagI (3.1.4.). Es liegen keine
Informationen von Gray-Keller tiber die Ausbeute oder das Verhalten del' rekombinanten
Arrestine bei Konzentrierung VOl', so daB unklar ist, ob das von ihnen exprimierte Protein fur
Kristallisationsexperimente verwendbar ist.
Die Expression von aktivem Arrestin in E. coli ist moglich, unter den in diesel' Arbeit
untersuchten Bedingungen war sie jedoch nur bedingt erfolgreich.
Rekombinantes Arrestin aus E. coli diente zur Aufklarung del' gerade publizierten,
verfeinerten Arrestinstruktur (Hirsch et aI., 1999). Somit ist bewiesen, daB eine funktionale
Expression dieses eukaryotischen Proteins in grofsen Mengen in dem prokaryotischen Wirt
E. coli moglich ist. Es liegen noch keine Angaben tiber die von Hirsch und Mitarbeitern
angewandten Expressions- und Reinigungsbedingungen VOl' (Schubert et al., im Druck).
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4.2. Expression von Arrestin in S. cerevisiae
Da die Expression von Arrestin in E. coli unter den in diesel' Arbeit gepruften Bedingungen
nicht zu Ioslichem und stabilem Arrestin fuhrte, wurde altemativ del' eukaryotische
Expressionswirt S. cerevisiae gewahlt. Diese Entscheidung wurde auch dadurch beeinfluBt,
daB in S. cerevisiae ein Arrestin-ahnliches Protein immunologisch nachgewiesen werden
konnte (Jeansonne et al., 1991).
4.2.1. Optimierung der Expressions- und Zellaufschlu6bedingungen
Zur Optimierung wurde del' Auswahl des Expressionsstammes, den Induktionsbedingungen
(Medium, Induktionsdauer, Induktionsstarke) und dem ZellaufschluB besondere Bedeutung
beigemessen (3.2.3.). Eine Optimierung war erforderlich, da gangige Protokolle nicht zum
Ziel ftthrten, So wird z.B. die Induktion der Ubcrcxpression fill' den verwendeten Vektor
pYEX-BX bei einer OD600 von 1 anstelle von 5 empfohlen, del' AufschluB del' Hefezellen soli
durch Spharoplastierung und anschlieBende Behandlung mit Glasperlen erfolgen
(YEXpress™Expression Systems User Manual, Clontech). Diese Methodik ftlhrt lediglich zu
einer Zellausbeute von -I Gramm Zellen pro Liter Kultur und im Fall von Arrestin auch zum
proteolytischen Verlust des rekombinanten Proteins beim ZellaufschluB (3.3.1.).
Die Expression von Arrestin wurde mit und ohne Selektionsdruck (Minimalmedium ohne
Leucin bzw. Vollmedium) in den Stammen FlI, YPH500, BJ2168 und BJ2407 vergleichend
durchgefuhrt. Bei del' Auswahl des Expressionsstammes spielten zudem auch die
Wachstumseigenschaften del' Stamme in Abhangigkeit von Medium und Kohlenstoffquelle
eine Rolle. Mehrere Versuchsreihen ergaben, daB bei Verwendung des Vektors pYEX-BX
eine Expression mit dem Stamm Fl1 in Minimalmedium ohne Leucin auf Galaktose, sowie
Induktion mit 0,5 mM CUS04 bei einer OD600 von 5 fur 5 Stunden zu optimalen Resultaten
fuhrt. Durch diese Optimierung auf Expressionsebene konnte eine groBe Zellmasse
(-6 Gramm Zellen pro Liter Kultur) mit erheblichem Anteil an rekombinantem Protein
(vergleichbar mit E. coli) als Ausgangsmaterial fill' die Proteinreinigung erzeugt werden.
Hefeproteasen, insbesondere ProteaseB, stellen generell ein erhebliches Problem bei der
Expression rekombinanter Proteine dar (Emr, 1990; Jones, 1991; Jones, 1983;
Moehle et al., 1987). Die Expression in BJ2168 und BJ2407, Stammen mit multibler
Proteasedefizienz (u.a. auch ProteaseB), erfolgte jedoch bei Arrestin nur in geringem MaBe
oder gar nicht. Da del' Expressionsstamm einen erheblichen EinfluB auf die heterologe
Expression nimmt (Fleer, 1992; De Baetselier et al., 1991) ist nach Etablierung del'
Expression eines Zielproteins ein Wechsel des Stammes nicht immer sinnvoll. Ftlr zukunftige
Expressionen wird in Erwagung gezogen, im hier erfolgreich eingesetzten Expressionsstamm
Fll die ProteaseB gentechnisch zu inaktivieren. Die Eliminierung einer (ProteaseB) oder
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mehrerer Proteasen sollte die Ausbeute und Homogenitat von Arrestin entscheidend
verbessern (K. D. Entian, pel's. Mitteilung).
Del' ZellaufschluBgrad nimmt einen starken Einfluf auf die Ausbeute, und wird, wie in
Kapitel 3.3.1. besprochen, durch die Kupferinduktion bei Verwendung des Vektors
pYEX-BX auch bei Benutzung einer French-Press erheblich vennindert. Del'
Expressionsstamm YPH500 zeigt diese Eigenschaft del' verstarkten Zellwand durch
Kupferionen nicht so ausgepragt wie F11, jedoch iiberwiegt del' Nachteil dieses Stammes: Die
fill' die Zellausbeute ungunstigen Wachstumseigenschaften auf Minimalmedium (3.2.3.1.).
Das Wachstum des Stammes YPH500 auf Minimalmedium wird jedoch entscheidend
beeinfluBt durch seine Adenin Auxotrophie, Durch gentechnische Revertierung diesel'
Auxotrophic konnten die Wachstumseigenschaften dieses Stammes deutlich verbessert
werden. Zudem besitzt er gegeniiber dem Stamm Fll den Vorteil auf SD-Medium keine
Zellaggregate zu bilden, so daB eine Expression auf Glukose moglich ware. Dies ist wiederum
gegenilber del' Expression auf Galaktose von Vorteil, da die ProteaseB del'
Glukose-Repression unterliegt (Moehle & Jones, 1990). Die im Stamm YPH500 erzielten
Expressionsraten waren vergleichbar mit denen im Stamm Fll (3.2.3.2.). Die Eliminierung
del' Adenin Auxotrophie wtirde die Zellausbeute dieses Stammes verbessern und ihn somit zu
einem idealen Expressionsstamm fur Arrestin machen.
4.2.2. Reinigung der rekombinanten wildtypischen Arrestine sowie p44
aus S. cerevisiae; Betrachtung von Ausbeute und biochemischen
Eigenschaften der Proteine
Zur Reinigung von rekombinantem Arrestin wurde auf die herkommlichen
chromatographischen Methoden verzichtet und die Vorteile del' Affinitatschromatographie
genutzt. Dies war durch die gentecnnische Fusionierung entsprechender Peptidsequenzen mit
den Arrestinsequenzen moglich.
Durchschnittlich lassen sich bei del' Arrestinexpression in S. cerevisiae aus einem Gramm
Biofeuchtmasse etwa 40 flg gereinigtes und konzentriertes Protein isolieren (3.3.4.). Dies
entspricht in etwa 0,5 % del' Gesamtmenge an loslichem Protein. Die Proteinausbeute wird
dabei durch verschiedene Faktoren beeinfluBt, wobei sich diese in allgemeine und
chromatographiespezifische aufteilen lassen. Den groBten EinfluB auf aile
Reinigungsverfahren haben, wie bereits ausfilhrlich diskutiert, die Hefeproteasen (3.2.), del'
Zusatz von Proteaseinhibitoren beim ZellaufschluB ist somit essentiell. Entscheidend ist
zudem del' ZellaufschluBpuffer. Dies konnte von U. Eidhoff fill' das homologe Protein
~-Arrestin gezeigt werden. Dieses Protein wurde im gleichen System (Stamm Fll, Vektor
pYEX-BX) exprimiert und zunachst analog zum retinalen Arrestin gereinigt. Durch Wechsel
des ZellaufschluBpuffers von 10 mM HEPES, 400 mM NaCI, pH 7,5 zu 200 mM K3P04,
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pH 7,5 konnte die ~-An'estin Ausbeute von etwa 50 f.lg Protein pro Gramm Zellen auf bis zu
2 mg Protein pro Gramm Zellen erhoht werden (U. Eidhoff, pel's. Mitteilung).
Dies bestatigte sich auch ftir das Protein p44 (3.4.4.). Dieses Protein ist bis Aminosaure 369
identisch zu Arrestin, die C-terminalen 35 Aminosauren 370 bis 404 sind durch ein Alanin
ersetzt, Im Vergleich zum wildtypischen Arrestin, das sich trotz pH-Anderung beim
ZellaufschluB von pH =7,5 in HEPES-Puffer auf pH - 5 in respektablen Mengen
(40 ug pro Gramm Zellen) isolieren liiBt, ist in S. cerevisiae exprimiertes p44 unter
gleichen Bedingungen dominant in del' unloslichen Fraktion. Nur ungefahr
3,5 ug p44 pro Gramm Zellen lassen sich isolieren. Diese Tatsache erscheint mit dem
Hintergrund del' Literaturdaten zunachst nicht ungewohnlich, p44 wird als
membranassoziiertes Protein beschrieben (Palczewski et al., 1994a, b; Smith et al., 1994), ist
in Losung relativ instabil und neigt stark zur Prazipitation (A. Pulvermuller, pers. Mitteilung).
Palczewski und Mitarbeiter fanden, daB der fehlende C-Terminus einen erheblichen EinfluB
auf die Loslichkeit des Proteins hat (Palczewski et al., 1994a). Zunachst wurde dies auch
durch die Expression in Hefe bestatigt (3.4.4.2. Abb. 3.17.). Der Wechse1 des
ZellaufschluBpuffers resultierte jedoch in etwa 1 mg pro Gramm Zellen isolierbarern,
Ioslichem Protein, welches nach Umpufferung im Puffer 10/400 gute Stabilitat zeigte. Die
Vermutung liegt nahe, daB bei ZeIlaufschluB mit HEPES-Puffer trotz 400 mM NaCI das p44
an die Membranen von S. cerevisiae assoziiert. Im Vergleich zum wildtypischen Arrestin ist
p44 sensitiver auf Schwankungen des pH-Wertes. Durch theoretische Berechnungen des
pI-Werts und del' pH-abhiingigen Gesamtladung von Arrestin und p44 (Internet-Programm am
EMBL, Heidelberg) wird deutlich, daB der Isoelektrische Punkt der beiden Proteine urn fast
3 pH-Einheiten voneinander abweicht. Arrestin ist ungeladen bei pH 6,03, p44 bei pH 8,85.
Das aus S. cerevisiae gereinigte p44-Protein wurde bisher noch nicht im Zentrifugations-
Bindungs-Assay oder PDE-Test untersucht.
Es ist anzunehmen, daB sich die Ausbeute del' verschiedenen Arrestine durch Verwendung des
beschriebenen Phosphatpuffers entsprechend zu ~-Arrestin und p44 auf etwa 2 mg pro
Gramm Zellen erhohen WBt. Dieser Puffer halt vor allem beim ZeIlaufschluB den pH-Wert
von 7,5 konstant, dies ist auch im Hinblick auf Proteaseaktivitat relevant, da ein niedriger
pH-Wert Proteaseinhibitoren inaktivieren kann (Jones 1991).
Da das in diesel' Arbeit entwickelte, heterologe Expressionssystem fill' retinales Arrestin auf
das homologe ~-Arrestin ubertragen werden konnte, ist es wahrscheinlich, daB sich daber aIle
Proteine der Arrestin-Familie erfolgreich in S. cerevisiae exprimieren lassen. Die
verschiedenen Proteine del' Arrestin-Familie zeigen in ihrer Primarsequenz groBe Homologie.
Es lassen sich 5 hoch konservierte Bereiche (Fingerprint-Regionen, Motive I bis V; 1.5.)
definieren (Granzin et al., 1998; 1.5.). Lediglich die Familie der ~-Arrestine enthalt zusatzlich
im C-terminalen Bereich eine konservierte Clathrin-Bindestelle (Krupnick et al., 1997;
Hirsch et al., 1999). So besteht z.B. fur medizinische Studien nun die Moglichkeit, groBe
Mengen von humanem Arrestin aus Stabchen wie auch aus Zapfen (X-Arrestin) herzustellen.
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GST-Glutathion Affinitiitschromatographie
Prinzipiell haben sich GST-Fusionen nach prokaryotischer (3.1.1.) sowie eukaryotischer
Expression (3.3.2.1. und 3.3.3.3.) als problematisch erwiesen. Zur Isolierung von
wildtypischem Arrestin muB der GST-Anteil durch Proteolyse mit Thrombin entfernt werden.
AnschlieBend besteht die Notwendigkeit Fusionsprotein, GST und auch vor allem Thrombin
wieder aus der Arrestinlosung zu entfernen. Somit ist die Reinigungsprozedur relativ lang,
mittels Glutathion-Sepharose gelingt die Separierung von GST, Fusionsprotein und Arrestin
nur bedingt (3.3.2.1.). Im Vergleich mit den klassischen, chromatographischen Verfahren
(s.o.) bietet diese Methode fur die Arrestin-Isolierung keine Vorteile, das Ziel einer schnellen
Isolierung von wildtypischem Arrestin konnte mit der GST Fusion nicht erreicht werden.
Es wurden in dieser Arbeit sowohl eine N-terminale als auch eine C-terminale GST-Fusion an
Arrestin untersucht. Ftlr GST-Arrestin konnte eine Instabilitat der Fusion beobachtet werden
(3.3.2.1.), wahrscheinlich durch Kontamination der Proteinlosung mit Thrombin fiber das
verwendete Saulenmaterial, Die Protease Thrombin scheint durch Behandlung des
Saulenmaterials mit 6M Guanidiniumhydrochlorid nicht entfernbar oder inaktivierbar.
Das Protein Arrestin-GST wurde nicht zur Reinigung von wildtypischem Arrestin erzeugt,
sondern vielmehr urn den EinfluB der Anwesenheit des 26 kDa Proteins bei der Bindung von
Arrestin-GST an Rhodopsin zu untersuchen (3.5., ITL). Bei der Reinigung dieses
Fusionsproteins zeigte sich, daB sich auch eine in etwa equimolare Menge an GST
co-isolieren lieB. Eine entsprechende Menge eines etwa 50 kDa graBen Proteins konnte nicht
identifiziert werden. Somit ist eine proteolytische Spaltung wie bei GST-Arrestin nicht
wahrscheinlich. Eine schltissige Erklarung ftir das Auftreten von GST alleine konnte nicht
ermittelt werden. Es besteht eventuell die Moglichkcit, daB trotz del' dazwischenliegenden
Arrestinsequenz das Start-A'TG von GST erkannt, und teilweise nul' GST synthetisiert, oder
der Arrestinanteil komplett proteolytisch entfcrnt wurde. Gegen den vollstandigen
proteolytischen Abbau wtlrde sprechen, daB nonnalerweise bei N-terminaler Degradation von
Arrestin, diese bei Aminosaure 5 terminiert ist. Dies wurde auch durch die N-terminale
Sequenzierung von rekombinantem Arrestin (Arrestin-6His) aus S. cerevisiae in diesel' Arbeit
bestatigt (3.7.3.). Das mit GST verunreinigte Fusionsprotein wurde in Aktivitatstests
eingesetzt, fur Kristallisationsexperimente jedoch bedarf es einer zusatzlichen
chromatographischen Reinigung zur Entfernung der GST.
IMAC
Die chromatographische Reinigung von Arrestinen mit dem 6His-Peptid
(bzw. MRGS-6His-Peptid) fiber IMAC war die erfolgreichste. Die an Nickelionen
durchgcftlhrte IMAC war schnell, gut reproduzierbar und resultierte in relativ sauberem,
kristallisierbarem Protein.
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Nachteilig bei diesel' Art del' Affinitlttschromarographie ist das Verbot des Einsatzes von
chelatierenden oder reduzierenden Agenzien bei ZellaufschluB und Reinigung. Zudem ist fur
die Entfernung von kontaminierenden Hefeproteinen ein Waschschritt mit Imidazol-haltigem
(60 mM) Puffer essentiell fur die Isolierung von sauberem rekombinantem Arrestin. Arrestin
eluierte jedoch bereits schwach bei einer Imidazolkonzentration von 30 mM. Durch die groBe
Menge an Waschpuffer war del' Verlust an Arrestin jeweils erheblich (3.3.2.2., 3.3.3.1.). Eine
Verlangerung del' 6His-Modifikation auf 10 Histidine konnte die Affinitat von Arrestin zum
Saulenmarerial entscheidend verbessern.
Da die isolierten Proteinmengen fur die Durchfiihrung von Aktivitatstest und zur
erfolgreichen Kristallisation ausreichten, wurde das Reinigungsverfahren nicht weiter
optimiert. Durch Variation der Pufferzusammensetzungen, des Saulenmaterials
(z.B. chelatierende Glasperlen anstelle von chelatierender Sepharose) oder del'
immobilisierten Metallionen (z.B. Cu2+ anstatt Ni2+) sollte sich die Ausbeute und Reinheit
stark verbessern lassen.
StrepTagIIIStrepTaktin-Affinitiitschromatographie
Die StrepTagIIlStrepTaktin-Affinitatsreinigung macht sich eine, der Interaktion von
Streptavidin und Biotin nachempfundenen, Bindung zu Nutze. Die Streptavidin-Biotin
Affinitat ist in ihrer Starke mit del' von Antigen und Antikorper vergleichbar. Der StrepTagli
besteht aus den Aminosauren: "NH2-Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys-COOH" und
mimikriert das Biotin, StrepTaktin ist eine Streptavidin Variante und wurde speziell zur
Bindung dieses Peptids generiert (Voss & Skerra, 1997).
Im Vergleich mit IMAC und der GST/Glutathion-Reinigung wurde fur rekombinantes
Arrestin mit diesem System jedoch die geringste Proteinausbeute erzielt (3.3.4., Tab. 3.2.).
Obwohl die Kapazitat del' Saule nicht tiberschritten war, lief sich jeweils nul' ein Teil des
rekombinanten Proteins an die Matrix binden. Durch Rechromatographie des
Saulendurchflusscs konnte zuvor nicht gebundenes Arrestin-Strep'I'agll zwar gewonnen
werden, das Reinigungsverfahren wurde somit abel' erheblich verlangert, Zudem war das
isolierte Arrestin-Strep'I'agll trotz Inkubation del' loslichen Fraktion VOl' del' Chromatographie
mit Avidin (2.9.) durch (evtl. biotinilierte) Hefeproteine kontaminiert. Warum Arrestin-
StrepTaglI eine soleh geringe Affinitat zu StrepTaktin zeigt ist unklar. Diese Beobachtung
wurde auch unter entsprechenden Bedingungen bei del' Reinigung von, mit StrepTaglI
modifiziertem, rekombinanten ~-Arrestin gemacht (U. Eidhoff, pel's. Mitteilung).
Unwahrscheinlich ist, daB del' C-Terminus von Arrestin samt Strep'I'agll nicht exponiert ist,
da dieser groBe Flexibilitat zeigt (1.5.). Vom NADH Dehydrogenase Fragment del'
NADH:Ubichinon Oxidoreduktase konnten vergleichsweise tiber den Strep'I'agll und
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entsprechendem Saulenvclumen (4 mi Strep'I'aktin-Sepharose, vergleiche 2.9., Tab. 2.6.) etwa
7 mg Protein gereinigt werden (S. Bungert, pers. Mitteilung).
1m Vergleich zum lMAC-Verfahren sind zusatzlich die hohen Kosten fur
Strep'I'aktin-Sepharose und Desthiobiotin zu erwahnen, so daB ein "Scale Up" dieses
Verfahrens in dieser Hinsicht von Nachteil ware.
Biochemische Eigenschaften der rekombinanten wildtypischen Arrestine
FUrretinales, bovines Arrestin ist bekannt, daB 30 % der Molekiile N-terminal acetyliert sind,
sowie bei 70 % der Molekiile die N-terminalen 4 Aminosauren fehlen
(SWISS-PROT: P08168). Somit IaBt sich die im SDS-Gel erkennbare Doppelbande bei
rekombinanten und nativen Arrestinen (3.7., Abb. 3.26.) erklaren, Beide Banden liegen dabei
oberhalb der 50 kDa Markerbande. Im 0,1 %igen SDS-Gel befindet sich Arrestin (45317 Da)
immer auf der Hohe von etwa 54 kDa, dies stimmt mit den Literaturdaten uberein
(Broekhuyse & Bessems, 1985). Die Anwesenheit der 6 Histidine (oder MRGS-6His) bzw.
des StrepTagII bewirkt jeweils eine Verschiebung zu noch etwas hoherem Molekulargewicht.
Durch Erhohung des SDS-Gehaltes im Gel auf I % verschiebt sich die Arrestin Bande zu
48 kDa (Broekhuyse & Bessems, 1985), dies korreliert mit dem von H. KUhn ermittelten
Molekulargewicht des "48k-Proteins". Diese Literaturdaten konnen eventuell Hinweise darauf
sein, daB die 2 Banden im SDS-Gel durch unterschiedliche Ladung (Beladung mit SDS) der
Proteine bedingt sind.
Unwahrscheinlich ist, daB neben der Acetylierung noch weitere post-translationale
Modifikationen bei Arrestin vorliegen, die das 2 Banden Muster erklaren konnten. Es wurden
zwar Phosphorylierungen und auch Glycosylierungen diskutiert (Banga et al., 1987;
Weyand & KUhn, 1990), massenspektrometrische Untersuchungen (Ohguro et al., 1994;
Buczylko & Palczewski, 1993) bestatigten diese jedoch nicht. Die in dieser Arbeit
durchgeftihrten massenspektrometrischen Untersuchungen lassen aufgrund geringer
Auflosung der Gerate Ieider keine Rtickschltisse auf Modifikationen zu. Die resultierenden
Spektren (Anhang) ergaben jedoch in Konsistenz mit den Literaturdaten, daB an den
rekombinanten Arrestinen bis zu 4 Aminosauren N-terminal fehlen konnten, Die erganzend
durch Edmann-Abbau ermittelte Aminosauresequenz der ersten 6 Aminosauren von
Arrestin-6His belegt den Verlust der ersten 3 N-terminalen Aminosauren in der untersuchten
Proteinpraparatlon. Es konnte bei dieser Preparation im SDS-Gel nur eine Bande detektiert
werden.
Urn die Ursache der zwei Banden im SDS-Gel zu ermitteln, sollen diese in zuktmftigen
Experimenten getrennt jeweils durch MALDI sowie tryptischen Verdau in Kombination mit
MALDI untersucht werden.
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Wie in den Kapiteln 3.3. und 3.7. gezeigt und diskutiert hangt das Auftreten und die
Auspragung del' 2 Banden im SDS-Gel von del' Proteinpraparation del' Arrestine abo Die
Abb. 3.26. in Kapitel 3.7. zeigt das Auftreten diesel' 2 Banden auch beim nativen, retinalen
Protein, wobei ebenfalls die Prasenz und Auspragung del' zweiten Bande von del' Preparation
abhangt (D. Wilden, pel's. Mitteilung; Wacker et al., 1977; Borthwick & Forrester, 1983). Die
Heterogenitat des nativen Arrestins aus dem Rinderauge wird wahrscheinlich durch
Proteaseaktivitat verursacht (Borthwick & Forrester, 1983). Unklar ist jedoch, ob del' Angriff
von Proteasen erst bei del' Arrestin Isolation auftritt oder eventuell bereits in del' Retina
verschiedene Formen auftreten. Azarian und Mitarbeiter fanden 1995, daB Arrestin ein
Substrat del' retinalen Protease Calpain ist. Die Erkennungssequenz (PEST-Sequenz) liegt bei
den Aminosauren 357 bis 367. Calpain kann nach Bindung von Arrestin an P-R* die
C-terminalen 27 Aminosauren von Arrestin entfernen, was in einem etwa 46 kDa groBen
Protein resultiert. Dieses verkiirzte Arrestin zeigt im Vergleich zum Protein del' gesamten
Lange eine verstarkte Affinitat zu P-R* und verlangsamt somit die Dephosphorylierung von
Rhodopsin (Azarian et al., 1995).
Geht man davon aus, daB Proteolyse die Ursache del' Doppelbande ist, so stellt sich auch bei
den rekombinanten Arrestinen die Frage, ob diese bereits in vivo stattfindet oder durch in vitro
Aktivitaten von Proteasen verursacht wird. Rekombinantes Arrestin und p44 liiBt sich zwar
auch in Hefe-Gesamtzellextrakten meist als Doppelbande nachweisen, es ist jedoch bekannt,
daB eine Vielzahl von in vitro Artefakten durch Hefeproteasen verursacht werden konnen
(Pringle, 1975), durch SDS und Erhitzung konnen sie sogar erst aktiviert werden. Somit laBt
sich auch erklaren, daB durch Analyse im SDS-Gel von Gesamtzellextrakten, sowie Pellets
und Uberstanden nach ZellaufschluB, das exprimierte Protein nicht immer erkennbar ist.
Bei zukiinftigen Proteinreinigungen soli in allen verwendeten Puffern PMSF und EDTA
eingesetzt werden. Dies sollte in vitro Proteaseaktivitaten unterdrUcken und die Homogenitat
und Reinheit des gereinigten Arrestins noch verbessern. Das IMAC Verfahren ist
diesbezuglich nachteilig, da man den wichtigen Proteaseinhibitor EDTA bei diesem System
gar nicht, oder nul' in geringen Konzentrationen (maximal 1 mM) verwenden kann.
Die in del' Isoelektrischen Fokussierung beobachtete Mikroheterogenitat von nativem,
retinalem Arrestin (Wilden et al., 1986b; 1. Weyand, 1988, Dissertation), kann zum einen auf
die in diesem Kapitel bereits beschriebenen Differenzen in Acetylierung und Proteolyse des
N-Terminus erklart werden. BerUcksichtigt werden miissen zudem (wie bei allen Proteinen)
Deamidierungen von Glutamin- und Asparaginresten (Fagain c.o., 1997). Auch die Herkunft
aus verschiedenen Individuen tragt zur Heterogenitat bei (I. Weyand, 1988, Dissertation). Die
von Shinohara und Mitarbeitern (1987) durch Protein- und DNA-Sequenzierung ermittelte
Arrestinsequenz weicht in 4 Positionen (Val 35, Leu 119, Val 177, Asp 317) von einer nur
durch DNA-Sequenziemng von Yamaki und Mitarbeitern (1987) gefundenen abo
Anzunehmen ist, daB eine weitaus graBere Variabilitat besteht.
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Zur Beurteilung del' Homogenitat del' rekombinanten Arrestine wurde die IEF herangezogen,
Die Analyse zeigte, das die Homogenitat prinzipiell groBer ist als beim nativen Protein
(Abb, 3.27.). Die mit 6 Histidinen modifizierten Proteine fokussieren vornehmlich in einer
Bande, wobei del' pl-Wert leicht ins Saure verschoben ist. Diese Tatsache spricht gegen die
Moglichkeit, daB die 2 Banden del' rekombinanten Arrestine im SDS-Gel durch
unterschiedliche Ladung des Proteins bedingt sein konnen. Lediglich das mit StrepTagII
rnodifizicrte Arrestin zeigt schlechtere Homogenitat als das native Protein, es lassen sich im
IEF-Gel keine definierten Banden erkennen. Die exakten pl-Werte del' rekombinanten
Proteine wurden nicht errnittelt.
4.2.3. Indikation und Relevanz der Expression von wildtypischem
Arrestin mit verschiedenen N- und C-terminalen Modifikationen
Man geht davon aus, daB durch Interaktion mit dem phosphorylierten C-Terminus von
Rhodopsin, im Arrestin eine Konformationsanderung von einer inaktiven zu einer bindenden
Form hervorgerufen wird, Nach Inkubation von Arrestin mit einem synthetischen
Phosphopeptid, welches die Arninosauren 330 bis 348 des Rhodopsin-C- Terminus beinhaltet,
war Arrestin in der Lage sowohl an R* als auch an C-terminal verkurztes R* (ohne AS 330
bis 348) zu binden (Puig et al., 1995). Polyanionen wie Heparin oder Inositolhexaphosphat
konnen ebenfalls die Konformationsanderung bewirken (Palczewski et al., 1991b, d). Die
gangigen Reinigungsverfahren machen sich jedoch die Bindung von Arrestin an Rhodopsin
(Wilden et al., 1986b) bzw. an Heparin und Inositolhexaphosphat (Buczylko & Palczewski,
1993) zu nutze. Es findet demnach bei der Reinigung die Konformationsanderung von
Arrestin statt.
Das Ziel war, ein rekombinantes Protein zu produzieren, welches sich ausschlieBlich in der
inaktiven Form befindet, und dadurch homogen ist. Somit wurden rekombinante Arrestine mit
Modifikationen erzeugt, die eine einfache und schnelle, affinltatschromatographische
Reinigung tlber die zusatzlichcn Sequenzen ermoglichen.
Es gab keine Hinweise darauf, ob die Anwesenheit eines modifizierenden Peptids am
C-Terminus EinfluB auf die Aktivitat und Spezifitat von Arrestin haben kann. Eine
N-terminale Verlangerung um 6 Aminosauren (Met-Asn-Thr-Ala-Ala-Ser) zeigte jedoch zum
Beispiel, im Vergleich zu Arrestin der Gesamtlange, veranderte Bindungseigenschaften
(Gurevich & Benovich, 1992). Es ist zudem moglich, daB eine C- oder N-terminale
Modifikation auch die Kristallisationseigenschaften erheblich beeinfluBt.
Aus den beschriebenen Grunden wurden parallel verschiedene Konstrukte erzeugt und
untersucht, Die in dieser Arbeit gewahlten Affinitats-Peptide haben unterschiedliche Lange
sowie verschiedene Eigenschaften. Durch die GST-Fusion lassen sich nach Abspaltung des
GST Anteils Arrestine separieren, we1che nul' um 2 Aminosauren N-terminal verlangert sind.
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Del' sogenannte "6His-Tag" besteht aus 6 Histidinen (bzw. 10 Aminosauren bei MRGS-6His)
und ist unter physiologischen Bedingungen ungeladen. Dies zeigt sich auch durch die
Untersuchung del' Ladungsverteilung mit dem Programm SAPS (S.tatistical Analysis of
Erotein S,equences). Lediglich durch das Arginin des MRGS-Anteils wird eine zusatzliche
positive Ladung eingefiihrt. Ahnlich verhalt es sich mit dem StrepTagII, del' aus
8 Aminosauren besteht. Die Analyse mit SAPS ergibt sowohl eine zusatzliche negative als
auch eine zusatzliche positive Ladung. Die Ladung del' additiven, angehangten Aminosauren
ist in Bezug auf die Aktivitat del' rekombinanten Arrestine wichtig, da anzunehmen ist, daB
die Spezifitat von Arrestin fur phosphoryliertes R* durch die negativen Ladungen des
phosphorylierten C-Terminus von Rhodopsin bewirkt wird.
Von Gurevich wird in seinem aktuellen Modell angenommen, daB zwei verschiedene Arten
von intramolekularen Wechselwirkungen in del' inaktiven Konformation von Arrestin
bestehen (Gurevich, 1998). Als eine Moglichkeit wird die direkte Interaktion des kationischen
N-Terminus mit dem anionischen C-Terminus vorgeschlagen (Gurevich et al., 1994). Die
Betrachtung del' Ladung del' modifizierenden Peptide ist unter diesem Gesichtspunkt von
besonderem Interesse. Zudem sollen N- und C- Terminus regulatorische Funktionen bei del'
Bindung an Rhodopsin austiben. Es ist daher sinnvoll, Modifikationen sowohl am
N:Terminus als auch am C-Terminus zu konstruieren, da experimentell ermittelt werden muB,
ob diese die Aktivitat oder Konforrnation von Arrestin beeinflussen konnen, Nul' wenn ein
EinfluB ausgeschlossen ist, konnen z.B. Vcranderungen del' Bindungseigenschaften von
Arrestin-Mutanten auch eindeutig auf die Mutationen zurtickgefUhrt werden.
In del' publizierten Raumstruktur von Arrestin (Granzin et al., 1998) zeigt del' C-Terminus
groBe Flexibilitat, es ist keine definierte Elektronendichte erkennbar. Kristalle von
rekombinantem Arrestin solIten daher zur Aufklarung del' Raumstruktur des C-Terminus von
Arrestin herangezogen werden. Mit Schweratomen wie Platin oder Quecksilber liiBt sich ein
Peptid wie del' "6His-Tag" gut markieren. Eine Verlangerung des C-Terminus durch
6 Histidine ist somit mit einer groBen Wahrscheinlichkeit verbunden diese nach Markierung
lokalisieren zu konnen,
Untersuchungen von Dorey und Mitarbeitern (1999) geben jedoch Anhaltspunkte daftlr, daB
nicht nul' die negative Ladung, sondern evtl. eine durch die Phosphorylierung hervorgerufene
Konformationsanderung des C-Terminus von Rhodopsin die Spezifitiit von Arrestin fur P-R*
bedingt.
4.2.4. Arrestin-Mutanten auf der Basis der dreidimensionalen
Raumstruktur und dem aktueIIen BindungsmodeII
Urn Erkenntnisse tiber den Bindungsmechanismus von Arrestin an Rhodopsin zu gewinnen,
wurden auf del' Basis del'publizierten Raumstruktur (Granzin et al., 1998) Mutanten generiert.
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Dabei wurde ebenfalls das aus verschiedenen Literaturdaten bekannte Bindungsmodell (im
Folgenden dargestellt) zugrunde gelegt. Es wird bei diesem Modell angenommen, daB zur
Stabilisierung einer inaktiven Konformation von Arrestin dessen N- und C-Terminus
interagieren (Gurevich et al., 1994; Gurevich & Benovich, 1993a; Wilson & Copeland, 1997;
Palczewski, 1994a; Palczewski et al., 1991c; Gurevich, 1998). Aufgrund del' hohen
Flexibilitat des C-Terminus konnte zu diesem Punkt mit del' Raumstruktur von Arrestin
jedoch keine Aussage getroffen werden (Granzin et al., 1998). Die Induktion del'
Konforrnationsanderung von del' inaktiven in eine bindende Form, soil durch Interaktion der
Aminosauren 158 bis 185 (Gurevich & Benovich, 1993a) [bzw. 163 bis 189 (Gurevich &
Benovich, 1997)] mit del'll phosphorylierten C-Terminus von Rhodopsin erfolgen. Es wird
postuliert, daB diesel' sozusagen den C-Terminus von Arrestin aus seiner Position
"herausschiebt" (Puig et al., 1995; Ohguro et al., 1994; Palczewski, 1994b). Auch Heparin
und Inositolhexaphosphat sollen diese Konformationsanderung bewirken konnen
(Gurevich et al., 1994; Wilson & Copeland, 1997). Dem Arg 175 und seinen
Interaktionspartnern Asp 30, Asp 296, und Asp 303 wird bei diesel' Phosphorylierungs-
Erkennung die Rolle eines fur die Phosphorylierung sensitiven Triggers zugeordnet
(Gurevich, 1998; Vishnivetskiy et al., 1999). Dies konnte anhand der vorliegenden
Raumstruktur verifiziert werden (1.5.; Granzin et al., 1998).
Dem Nsterminalen Bereich von Arrestin wird eine primate Bindungsstelle mit den
cytoplasmatischen Schleifen von Rhodopsin zugewiesen. Dabei spielt die Erkennung des
Iichtaktivierten Zustandes von Rhodopsin eine entscheidende Rolle. Diese Bindung soll bei
Arrestin im Bereich der Aminosauren 1 bis 191 stattfinden (Gurevich & Benovich, 1993a;
Krupnick et al., 1994). Dafur sprechen unter anderem auch die Untersuchungen von
Kieselbach und Mitarbeitern (1994), die fanden, daB die Arninosauren 170 bis 182 in Arrestin
durch die Bindung an Rhodopsin fur einen, dieses Epitop erkennenden, Antikorper nicht mehr
zuganglich sind. Neuere Studien von Smith und Mitarbeitern (1999) postulieren eine Bindung
im Bereich del' Aminosauren 109 bis 130.
Dem C-terminalen Bereich von Arrestin wird eine sekundare Bindestelle mit hydrophobem
Charakter zugewiesen. Diese soll erst nach Phosphorylierungs- und Aktivierungs-Erkennung
durch jeweils nachfolgende Anderung zweier verschiedener intramolekularer Interaktionen
exponiert werden (Gurevich & Benovich, 1993a; Gurevich, 1998).
Grundlage fur das in unserer Arbeitsgruppe entwickelte "Docking-Modell" (Bindung von
Rhodopsin in del' Neterminalen Kuppel) war zum einen die Annahme, daB, aufgrund del'
kuppelartigen 2 Domanen-Struktur, Arrestin das Rhodopsin wie eine Art Deckel abschirmt
und somit weitere Interaktionen del' cytoplasmatischen Schleifen von Rhodopsin mit
Transducin sterisch verhindern kann. Hinzu kommt, daB ein groBer Teil del' durch
Bindungsstudien als funktionell identifizierten Bereiche (s.o.) sich in der Struktur auf die
N-terminale Kuppel, speziell die Innenseite und die Randbereiche, konzentrieren.
DISKUSSION132 ~=== _
Die vorgeschlagene Phosphorylierungs-Erkennungs-Domiine soli vornehmlich im Bereich der
Aminosiiuresequenz 158 bis 185 liegen (Gurevich & Benovic, 1993, 1997). Diese
Teilsequenz tritt auch in Motiv III auf, einem der fiinf hoch konservierten Motive der
bekannten Arrestin-Sequenzen (1.5., Granzin et aI., 1998). Das N-terminale Segment mit den
Aminosauren 56 bis 91 (Teil von Motiv II), 129 bis 175 (Teil von Motiv III) sowie die Reste
Lys 2, Lys 15 und Arg 18 konnten in der konkaven Kuppelseite mit der cytoplasmatischen
Seite von P-R* in Kontakt treten. Das Arg 175 ist zudem von der N-terminalen
Kuppelinnenseite zugiinglich (Granzin et aI., 1998).
Die spezielle Zielsetzung der Mutagenese von Arrestin in dieser Arbeit war, die primare
Bindungsstelle an Rhodopsin der N- bzw. C-terminalen Kuppel von Arrestin zuordnen zu
konnen. Des weiteren sollte iiberprilft werden, ob diese Bindung an der Kuppelinnenseite
stattfindet. Smith und Mitarbeiter (1999), diskutieren z.B. andere primate Interaktionsfliichen
zwischen Arrestin und P-R-. etwa auBerhalb der Kuppelinnenseiten.
Zur Mutagenese wurden anhand der 3D-Ansicht der Arrestinstruktur in jeder Domiine zwei
Aminosauren ausgewahlt, deren Seitenketten in die Kuppelinnenseite hinausragen und keine
Interaktion mit anderen Aminosaureseitenketten des Proteins eingehen (Abb. 4.1. und 4.2.).
Es wurden so die Aminosauren Ser 60, Ser 169, Val244 und Pro 352 ausgesucht und
gentechnisch durch Cysteine ersetzt. Durch kovalente Bindung dieser Cysteine an
Biotin-PEO-Maleimid konnen die konkaven Kuppelinnenseiten selektiv sterisch blockiert
werden. Dieses Maleimid-Derivat erlaubt (im Gegensatz zu z.B. Fluorescein-5-Maleimid)
durch Biotin-Streptavidin-Chromatographie nach der Kopplungsreaktion eine Abtrennung der
nicht-biotinilierten Molekille. Somit konnen die Bindungsstudien an einer einheitlichen
Population von biotinilierten Molekillen vorgenommen werden.
(;J
Abbildung 4.1.:Darstellung der Mutagenesestellen
in dec Ncterminalen Domane:Ser 60 und Sec 169.
Abbildung 4.2.Darstellung der Mutagenesestellen
in der Ccterminalen Domane: Val 244 und Pro 352.
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Den zur Mutagenese ausgewahlten Aminosauren wird bislang im spezieIlen keine Funktion
zugeordnet. Dies ist neben del' raumlichen Zuganglichkeit entscheidend, da Mutanten mit
wildtypischem Verhalten erzeugt werden soIlen. Eine Abweichung vom wildtypischen
Bindungsverhalten der Mutanten soIl erst nach del' beschriebenen Biotinilierung durch
sterische Hinderung auftreten. Es wurden in jeder Kuppel zwei alternative Aminosauren
mutiert, urn im FaIle einer Abweichung vom wildtypischen Verhalten bei einer Mutaute auf
das alternative Protein ausweichen zu konnen,
In Untersuchungen konnte gezeigt werden, daB unter bestimmten Reaktionsbedingungen die
natlirlichen Cysteine (Cys 63, Cys 128 und Cys 143) zuganglich sind
(Pa1czewski et al., 1992b). Daher wurden diese nach Uberprtifung mit dem Programm
"Verify 3D" (Bowie et al., 1991) durch Serine ersetzt. In del' Raumstruktur von Arrestin sind
die Cysteine zwar nicht an del' Oberflache zu finden, jedoch kann dadurch eine
Zuganglichkeit genereIl nicht ausgeschlossen werden (J. Granzin, pers. Mitteilung). Bei dem
Versuch del' Reinigung von Arrestin-C-S-6His, Arrestin-S60C-6His und Arrestin-SI69C-6His
konnte kein losliches Protein isoliert werden, obwohl Expression del' rekombinanten Arrestin
Mutanten in Hefe-Gesamtzellextraktcn nachgewiesen wurde (3.4.3.). Lediglich fur das
Protein Arrestin-P352C-6His konnte keine Expression erreicht worden, was jedoch auf
Mutation oder Rekombination im Vektor pYEX-BX zuruckzufuhren ist, Durch erneute
HersteIlung des genetischen Konstrukts dieses Klons wird sich eine Expression erreichen
lassen.
Die bisher einzige, isolierte Arrestin Mutante ist Arrestin-V244C-6His. Dieses Protein konnte
mit einer Ausbeute von etwa 15 J.lg Protein pro Gramm ZeIlen gereinigt werden, dies
entspricht weniger als der Halfte einer Ausbeute an wildtypischem Arrestin (3.3.4.). Das
unterschiedliche Verhalten der Arrestin-Mutanten in Bezug auf ihre Loslichkeit laBt, unter del'
Berucksichtigung del' Erfahrung mit dem Protein p44 (3.4.4., 4.2.2.), die SchluBfolgerung zu,
daB die aliphatischen Serine in del' N-terminalen Domane (Ser 60, Ser 169) sowie auch die
Cysteine (Positionen Cys 63, Cys 128 und Cys 143) erheblich zur Stabilitat und Loslichkeit
von wildtypischem Arrestin beitragen. Die Cysteine bilden jedoch im nativen Arrestin keine
Cysteinbrlicken aus (Granzin et al., 1998). Der Austausch dieser Aminosauren hat
anscheinend eine grofsere destabilisierende Wirkung als die Substitution des Val 244 mit Cys,
Ein Reinigungsverfahren flir die Arrestin-Mutanten muB in zukiinftigen Experimenten noch
etabliert werden. Aufgrund des guten Resultats bei p44 nach Verwendung von Phosphatpuffer
beim ZeIlaufschluB (3.4.4., 4.2.2.) soIl diese Methode auch hier Anwendung finden. Bisher ist
jedoch noch nicht gezeigt, daB die bisher unloslich erscheinenden Mutanten sich wie das p44
unter Verwendung von Phosphatpuffer als loslich und stabil erweisen werden. Die
Untersuchung der Mutanten im nativen und biotinilierten Zustand mittels Zentrifugations-
Bindungs-Assays sowie PDE-Tests (Liebman & Evanczuk, 1982) soIl druber AufschluB
geben, ob Rhodopsin mit einer del' Kuppelinnenseiten interagiert oder sogar beide SteIlen
wichtig sind.
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4.2.5. Untersuchung der Bindungseigenschaften der rekombinanten
Arrestine im Zentrlfugations-Blndungs-Assay sowie
Interpretation der Resultate
1m Kapitel 3.5. wird das Bindungsverhalten der verschiedenen rekombinanten Arrestine
sowie des nativen Arrestins aus dem Rinderauge gezeigt und beschrieben. In verschiedenen
Ansatzen wurde die Bindung an phosphoryliertes oder natives Rhodopsin in Abhangigkeit
von del' Belichtung untersucht. Zusammenfassend HiBt sich zunachst feststellen, daB dieser
Assay auch unter Verwendung der gleichen Rhodopsinpraparationen schlechte
Reproduzierbarkeit zeigt. Insbesondere die Versuche an native ROS sind nul' bedingt
aussagekraftig, was u.a. dadurch begrUndet sein kann, daB keine Harnstoff-gewaschenen
Membranen verwendet wurden. In den nativen ROS Membranen sind somit noch losliche und
membranassoziierte Proteine wie auch die Rhodopsinkinase enthalten, so daB nach Belichtung
moglicherweise eine Phosphorylierung stattfinden kann. Del' natUrliche Gehalt an, zur
Phosphorylierung notwendigem ATP, ist in ROS Suspensionen jedoch sehr gering
(U. Wilden, pel's. Mitteilung). Del' Zusatz z.B, des Kinase-Inhibitors FS02BzAdo
(5'-[p-(Fluorosu1fony1)benzoy1]adenosine) konnte eine Phosphorylierung in den belichteten
Reaktionsansatzen jedoch ausschlieBen (Palczewski et al., 1988). Prinzipiell 'ist es zudem
nicht moglich, wirklich unphosphorylierte, native ROS einzusetzen, da stets etwa 1 % bis 2 %
del' Rhodopsinmolekule in dunkeladaptierten ROS lichtaktiviert und phosphoryliert vorliegen.
Dies wird auch als "Dunkelaktivitat" bezeichnet (U. Wilden, pel's. Mitteilung). Durch
Inkubation mit NADPH kann jedoch die Reduktion del' in all-trans vorliegenden
Retinalmolekule bewirkt werden, was die "Dunkelaktivitat" stark verringert. Eine zusatzliche
Fehlerquelle ist die Durchfiihrung del' Experimente bei Rotlicht, da auch noch bei einer
Wellenlange von 'A > 620nm Rhodopsin aktiviert werden kann (D. Wilden, pers. Mitteilung).
FUr den Zentrifugations-Bindungs-Assay wird auch in der Literatur immer eine Bindung von
Arrestin an sowohl P-R, R* und auch R dokumentiert. Dabei ist das Verhaltnis im
Durchschnitt das folgende:
Arrestin bindetan P-R* = 100 %; anR*=20 %; an P-R = 10%; anR=5 %
(z.B. 20 % bedeutet eine ftinffach schwachere Bindung in Bezug zur Bindung an P-R*)
Diese Durchschnittswerte wurden aus verschiedenen Veroffcntlichungen von Gurevich und
Mitarbeitern entnommen. Sie zeigen jedoch, daB die beschriebene Spezifitat von Arrestin fiir
P-R* sich in diesem Assay durch eine etwa fiinffach starkere Bindung gegenuber R*
auszeichnet (fUr die Experimente wurden Harnstoff-gewaschene Membranen verwendet). Mit
diesem Hintergrund wird deutlich, daB bei diesem Assay eine Bindung von Arrestinen an
P-R* uberwiegen sollte, die Bindung an P-R, R* und Raber im Rahmen der dargestellten
Prozentigkeiten auch rnoglich ist.
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Das in Abschnitt III in Kapitel 3.5. beschriebene Experiment zeigt deutlich fur rekombinantes
und retinales Arrestin, eine auBergewiihnlich starke, lichtunabhangige Bindung an die nativen,
gewaschenen ROS. Da auch das retinale Arrestin eine ungewiihnlich starke Bindung an diese
ROS-Praparation zeigt, ist anzunehmen, daB diese Membranen bei del' Praparation
wahrscheinlich belichtet wurden. Wilden und Mitarbeiter berichteten 1986, daB in den nach
ihrer Methode gereinigten Arrcstin-Praparationen auch Kinase-Aktivitat zu finden war, dies
konnte eine zusatzlichc Phosphorylierung del' eigentlich "unphosphorylierten" Proben
bewirken. Die in diesel' Arbeit verwendeten retinalen Arrestinproben wurden nach del'
Methode von Wilden und Mitarbeitern (1986) gereinigt.
Im Vergleich mit allen anderen eingesetzten Arrestinen war die Bindung von
Arrestin-StrepTaglI an die nativen ROS besonders stark (Abb. 3.20.). Dies konnte ein erster
Hinweis auf eine Veranderung del' Spezifitat fiir P-R* durch den StrepTaglI sein, es bedarf
jedoch weiterer Experimente urn dies zu beweisen. Betrachtet man alle in diesel' Arbeit
durchgeflihrten Assays, so konnte fiir Arrestin-Sf-lis reproduzierbar eine definitiv
lichtabhangige Bindung an P-R* gezeigt werden, es ist keine Bindung an P-R festzustellen.
Die Mutante Arrestin-V244C-6His zeigt das gleiche Verhalten. Dies konnte ein erster
Hinweis darauf sein, daB die C-tenninale Verlangerung urn 6 Histidine bei Phosphorylierung
die Selcktivitat von Arrestin in Bezug auf Lichtaktivierung verstarkt, Es bedarf einer
ausflihrlichen, weiteren Untersuchung urn dies zu beweisen.
Die durchgefiihrten Bindungsassays zeigen fiir alle Arrestine stets eine bevorzugte Bindung
an P-R * gegeniibcr P-R. In keinem Fall konnte eine gleich starke oder starkere Bindung nach
Dunkelinkubation gcgenttber Belichtung festgestellt werden. Somit ist gezeigt, daB die
rekombinanten, wildtypischen Arrestine und auch die Mutante Arrestin-V244C-6His wie das
native Arrestin aus dem Auge bei Phosphorylierung bevorzugt nach zusatzlicher
Lichtaktivierung binden.
Urn detaillierte Aussagen iiber eine Beeinflussung del' Aktivitat und Spezifitat durch die
Modifikationen treffen zu konnen, miissen die Zentrifugations-Bindungs-Assays teilweise
abgewandelt wiederholt werden. VOl' allem muB mit unterschiedlichen Arrestinpreparationen
bzw. unterschiedlichen Rhodopsin-Suspcnsioncn (PMBs und ROS) experimentiert werden.
Die Abweichungen del' gebundenen Arrestinmengen an die zwei eingesetzten,
unterschiedlichen PMB Praparationen (3.5.), belegen die Notwendigkeit von erweiterten
Versuchen. Es wird dadurch deutlich, daB del' Vergleich von unterschiedlichen PMB
Praparationen nur schlecht moglich ist. Dies gilt auch generell fiir den Vergleich von PMBs
und ROS. Die besten Voraussetzungen sind gegeben, wenn ROS und PMBs auch aus del'
selben Ausgangs ROS-Praparation stammen. Die Membranen sollten jeweils mit Harnstoff
gewaschen und anschlieBend belichtet und regeneriert werden (2.10.3., keine Zugabe von
ATP bei ROS). Erganzend sollen in weiterfiihrenden Experimenten die rekombinanten
Arrestine auf ihre Fahigkeit die Phosphodiesterase-Aktivitat zu quenchen (Liebman &
Evanczuk, 1982; Wilden et al., 1986a) iiberpriift werden. Fiir Bindungskinetiken werden
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Lichtstreuungs-Experimente in Zusammenarbeit mit dem Labor von K.P. Hofmann (PU
Berlin) erfolgen.
Von besonderem Interesse auch fur zukUnftige Experimente sind die rekombinanten
Fusionsproteine von Arrestin mit GST. FUr Arrestin-GST kann eindeutig eine lichtabhangige
Bindung an P-R* dokumentiert werden, auch GST-Arrestin bindet bevorzugt an P-R* (3.5.).
Somit konnte in diesel' Arbeit gezeigt werden, daB die Fusion von Arrestin mit dem 26 kDa
Protein GST weder N- noch C-terminal durch sterische Hinderung die spezifische Bindung an
P-R* andern kann. Dies ist insbesondere bei Arrestin-GST erstaunlich, da es sterisch und
thermodynamisch hochst unwahrscheinlich ist, daB sich del' C-Terminus von Arrestin wie
postuliert (Ohguro et al., 1994; Palczewski, 1994) mit diesem Anhang bewegen und somit
vom phosphorylierten C-Terminus des Rhodopsins "weggeschoben" werden kann.
Damit ist ein weiterer Hinweis gegeben, daB die postulierte Transformation von einer
inaktiven in eine bindende Konformation von Arrestin nur geringe Anderungen im N- und
C-terminalen Bereich des Molekiils beinhalten kann. Eventuell nul' Andcrungen der
Seitenkettenkonformationen (Palczewski et aI., 1992b). Dies wurde bereits von
Wilson & Copeland (1997) unterstiitzt, die nach spektroskopischer Charakterisierung der
Interaktion von Arrestin mit Heparin und Inositolhexaphosphat im Gegensatz zu Schleicher
und Mitarbeitern (1989) nul' minimale Anderungen del' Sekundar- und Tertiarstruktur
schluBfolgerten.
4.2.5. Eine Anwendungsmogllchkelt des Hefe-Expressionssystems:
Anhaltspunkte zur Entwicklung eines ill vivo Testsystems
Die Untersuchung del' Bindung von Arrestin an Rhodopsin kann mit den bestehenden
Testsystemen (Zentrifugations-Bindungs-Assay, Phosphodiesterase-Test (Liebman &
Evanczuk, 1982), Extra-Metall-Assay (Schleicher et al., 1989) , Lichtstreuversuche
(Schleicher & Hofmann, 1987) nul' in vitro erfolgen. Bislang gibt es keine Moglichkeit diese
Bindung wie z.B. fur p-Arrestin (Barak et al., 1997; Zhang et aI., 1999; Barak et al., 1999)
innerhalb einer Zelle zu verfolgen. Ein in vivo Test wUrde VOl' allem die Untersuchung von
Mutanten erleichtern, da eine Expression und Reinigung del' Proteine nicht mehr notig ware.
Die im Folgenden aufgefUhrten Daten konnten die Grundlage fUr die Entwicklung eines
in vivo Testsystems in S. cerevisiae liefern:
In S. cerevisiae konnte von Mollaaghababa und Mitarbeitern (1996) Rinderopsin exprimiert,
und mit ll-cis-Retinal zu funktionellem Rhodopsin rekonstituiert werden. Shi und Mitarbeiter
(1998) charakterisierten eine Rhodopsin-Mutante (R135A), die in Abwesenheit von
ll-cis-Retinal phosphoryliert wird, und Arrestin binden kann. Dieses Protein konnte als
konstitutiv aktiver Rezeptor eingesetzt werden. Als Ersatz fUr die Rhodopsinkinase konnte
Protein Kinase C dienen. Dieses Enzym kann ebenso wie die Rhodopsin Kinase den
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C-Terminus von Rhodopsin phosphorylieren (Newton & Williams, 1993). Auch in
S. cerevisiae existiert eine Protein Kinase C (PKC1), welche homologe Substratspezifitat zu
del' aus Saugern besitzt (Watanabe et aI., 1994). Unter Verwendung del' Rhodopsin-R135A
Mutante als konstitutiv aktiver Rezeptor sind verschiedene Wege moglich, Zum einen bietet
z.B. das neue Cyto'Irapt" 2-Hybrid-System (Stratagene) nun die Moglichkeit die Interaktion
von Proteinen im Cytoplasma zu untersuchen (Chang et al., 1998). Eine weiterer Weg ware
die Nutzung des von Broach & Thorner (1996) beschriebenen Testsystems, das auf dem Hefe-
Signaltransduktionsweg beruht, del' zum Wachstums-Stillstand haploider a-Zellen nach
Zugabe des rz-Faktors fuhrt (Heim & FUrst, 1997). Mit diesem System konnte bereits die
Wechselwirkung des ~-adrenergen Rezeptors mit seinem G-Protein untersucht werden
(Jeansonne, 1994; King et al., 1990).
Die Etablierung eines in vivo Systems in S. cerevisiae konnte fur die Untersuchung von
humanen Arrestin- und Rhodopsin-Mutanten einen wesentlichen Beitrag leisten.
4.2.6. Kristallisation der rekombinanten Arrestine, Untersuchung mit
kristallographischen Methoden und Interpretation der Daten
Die rekombinanten Arrestine MRGS-6His-Arrestin, Arrestin-6His sowie Arrestin-Strep'I'agll
konnten unter den Bedingungen filr natives Arrestin (Wilden et aI., 1997) kristallisiert
werden. Durch den Einsatz del' rekombinanten Proteine groBerer Homogenitat konnte die
Kristallisation vereinfacht und wesentlich verkurzt werden (3 Tage anstelle von 4 Wochen;
2.15.). Die Kristalle del' rekombinanten Arrestine zeigten die gleiche Morphologie und die
gleiche orthorhombische Raumgruppe (P2 j2j2) wie die Kristalle des nativen, retinalen
Arrestins. Die Gitterkonstanten weichen nul' gering voneinander und denen del' Kristalle von
retinalem Arrestin ab (3.8.1., Tab. 3.8.; Granzin et aI., 1998). Diese kristallographischen
Daten legen den SchluB nahe, daB durch die zusatzlichen Aminosauren am N- oder
C-Terminus (6 Histidine bzw. StrepTagII) keine Veranderungen in del' Molektilpackung
auftreten.
Uber die Faltung des C-Terminus (AS 368-404) konnten in diesel' Arbeit keine neuen
Erkenntnisse gewonnen werden. Zwar hat Platin an Arrestin gebunden, die Platin-Positionen
sind abel' allesamt in del' N-terminalen Domane lokalisiert. Da del' C-Terminus entsprechend
zum retinalen Arrestin hohe Flexibilitat zeigt, ist es moglich, daB auch an den 6 C-tenninal
angehangten Histidinen Platin gebunden hat. Aufgrund del' Flexibilitat sind diese wie del'
restliche C-Terminus mit kristallographischen Methoden nicht sichtbar.
Durch Tranken von Arrestin-6His Kristallen konnten verschiedene Platinderivate hergestellt
werden (3.8.2., Tab. 3.9.), wobei bisher das "PIP"-Derivat zu einer Auflosung von 4,15 A am
Synchrotron (Daresbury, U.K.) vermessen wurde. Die Auswertung diesel' Daten ergibt die
gleiche Raumanordnung von Arrestin-6His wie ftlr das native Arrestin. FUr Arrestin-6His ist
DISKUSSION138 ---'=-==.::.:=.::.:=.::.: _
anzunehmen, daB dieses Protein 100 %ig in der postulierten inaktiven Form vorliegt. Daher
werden diese Daten dahingehend interpretiert, daB es sich bei den Unterschieden im
Loop-Bereich (AS 68 bis 78) (1.5.) nul' urn Packungseffekte durch die Kristallisation handelt.
Die Resultate der vorliegenden Arbeit stimmen in diesem entscheidenden Punkt mit den von
Hirsch und Mitarbeitern (1999) gezeigten Ergebnissen iiberein: Die Molekiile A und B del'
asymmetrischen Einheit befinden sich jeweils in del' inaktiven Konformation.
Kurz VOl' der schriftlichen Vollendung dieser Arbeit wurde von Hirsch und Mitarbeitern
(1999) eine verfeinerte Rontgenstruktur von rekombinantem Arrestin aus E. coli prasentiert,
An diesel' Stelle werden die wichtigsten Ergebnisse kurz im Zusammenhang mit del'
vorliegenden Arbeit diskutiert:
Hirsch und Mitarbeiter (1999) fanden in ihrer Rontgenstruktur ebenfalls die von Granzin und
Mitarbeitern (1998) beschreibenen Molekiile A und B. Durch Ausbildung von
intermolekularen ~-FaltblattsUukturen sind jeweils ein Molekiil A und B in del'
asymmetrischen Einheit verbunden (Granzin et al., 1998, Hirsch et al., 1999). Dies wird von
Hirsch und Mitarbeitern als funktionelles Heterodimer interpretiert, dessen biologische
Relevanz und Existenz bisher nicht erwiesen ist. Es wird angenommen, daB dieses Dimer zur
Stabilisierung del' inaktiven Konformation von Arrestin in Losung beitragt
(Hirsch et al., 1999). Das postulierte Dimer wurde von Schubert und Mitarbeitern (in Druck)
durch Ultrazentrifugationsversuche gefunden, dies ist konsistent mit Daten von Wacker
(Wacker et al., 1977). Gegen die Existenz eines Heterodimers in Losung spricht jedoch die
Tatsache, daB Arrestin nach Gelfiltrationschromatographien stets als Monomer nachzuweisen
ist (Broekbuyse & Bessems, 1985). Hirsch und Mitarbeiter (1999) fanden den C-Terminus
von Arrestin iibereinstimmend mit den Literaturdaten (4.2.4., 1.4.2.) in Kontakt mit dem N-
Terminus. Untersuchungen von Vichnivetzkiy und Mitarbeitern (1999) postulieren im
Zusammenhang zur Struktur von Hirsch und Mitarbeitern (1999) eine Interaktion del'
Aminosauren Phe 375, Phe 377 und Phe 380 (C-terminales Ende) mit den Aminosauren
11 bis 13 des N-Terminus. Auch Hirsch und Mitarbeiter (1999) konnten fur diejenigen
Bereiche des C-Terminus keine exakten Daten erhalten, welche nicht in Kontakt mit dem
Arrestinrnolekul treten (Aminosauren 363 bis 371 sowie 395 bis 404). Diese Bereiche sind
stark fehlgeordnet und bedurfen weiterhin der Aufklarung del' exakten Raumposition. Dazu
konnten die in diesel' vorliegenden Arbeit erstellten Arrestinderivate herangezogen werden.
Neben Arrestin-6His bietet auch die Kristallisation und Aufklarung der Rontgenraurnstruktur
des Arrestin-GST Fusionsproteins eine zusatzliche Moglichkeit die dreidimensionale
Anordnung des C-Terminus von Arrestin vollstandig aufzuklaren.
ZUSAMMENFASSUNG
5. Zusammenfassung
Arrestin ist eine entscheidende Komponente in del' Abschaltung und Regulation del'
lichtinduzierten Signalkaskade. Nach Phosphorylierung des lichtaktivierten Rhodopsins
(P-R*) durch die Rhodopsinkinase kann Arrestin binden und eine Interaktion von P-R* mit
dem G-Protein Transducin verhindern.
In diesel' Arbeit wurde ein heterologes Expressionssystem fill' Arrestin aus Stabchen des
Rinderauges entwickelt. Verschiedene Versuche wildtypisches Arrestin in E. coli zu
exprimieren und zu reinigen waren nicht erfolgreich. Das prokaryotisch erzeugte Protein wies
nur geringe Stabilitat in Losung auf. In S. cerevisiae exprimiertes Arrestin stimmt in seinen
biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften mit dem Protein aus Retinae iiberein. Im
SDS-Gel lauft retinales Arrestin als Doppelbande bei etwa 54 kDa, wobei N- oder
C- terminale Modifikationen del' rekombinanten Proteine (MRGS-6His, 6His, StrepTagII,
GST) eine Verschiebung zu hoheren Molekulargewichten bewirken. Nach Isoelektrischer
Fokussierung zeigen die rekombinanten Arrestine groBere Homogenitat als das retinale
Protein. In Abhangigkeit von del' Modifikation verschiebt sich del' Isoelektrische Punkt leicht
zu niedrigerem pH-Wert. Massenspektrometrische Untersuchungen und N-terminale
Proteinsequenzierung (Edmann-Abbau) ergaben, daB entsprechend dem retinalen Protein
3 bis 4 Aminosauren des Aminoendes fehlen konnen, Bindungsstudien mit in vitro
phosphoryliertem Rhodopsin (PMBs) beweisen Iichtabhangige Bindung del' rekombinanten
Arrestine an P-R*. Die verschiedenen, erzeugten N- oder C-terminalen Modifikationen
scheinen keinen EinfluB auf Bindung bzw. Spezifitat zu nehmen. Die Fusionsproteine
Arrestin-GST und GST-Arrestin binden ebenfalls an P-R*, dies deutet darauf hin, daB die
postulierte Konformationsanderung von einer inaktiven in eine bindende Form von Arrestin
nul' durch kleine Bewegung des N- und C-Terminus erfolgen kann. Zur Eingrenzung del'
Interaktionsbereiche zwischen Arrestin und Rhodopsin mittels sterischer Hinderung, wurden
in putative Bindungsdomanen Cysteine eingeftihrt, welche zur Kopplung grolser Molekiile
(Biotin, Fluorescein) dienen werden. Es konnte bisher die Mutante Arrestin-V244C-6His
isoliert und untersucht werden. Sie entspricht in ihrem Bindungsverhalten an PMBs dem
nativen Arrestin. Die Kristallisation und Rontgcnstrukturanalyse von rekombinantem
Arrestin-6His zeigt im Vergleich zum retinalen Arrestin Identitat in Bezug auf Raumgruppe
und Gitterkonstanten. Rekombinantes und retinales Arrestin haben eine analoge Packung im
Kristall, es werden die gleichen Differenzen zwischen den Molekiilen A und B del'
asymmetrischen Einheit festgestellt. Mit groBer Sicherheit kann ausgeschlossen werden, daB
verschiedene Bindungsformen (aktiv, inaktiv) von Arrestin im Kristall vorliegen. Del'
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7. Anhang
ANHANG 157
7.1. Kodierende DNA- und Aminosauresequenz von Arrestin
aus dem Rinderauge
Die Aminosauren Ser 60, Cys 63, Cys 128, Cys 143, Ser 169, Va1244 und Pro 352 sind im
Zeichenformat "fett" hervorgehoben.
1/1
atg aag gee aat aag eee gca eca aac cae
Met lys ala asn lys pro ala pro asn his
61/21
tcg gtg ace ate tac ctg 999 aag aga gat
ser val thr ile tyr leu gly lys arg asp
121/41
gtg gat ggc gtc gtg ctg gtg gat cet gag
val asp gly val val leu val asp pro glu
181/61
ctg acg tgt gee ttc egc tac ggc cag gaa
leu thr eye ala phe arg tyr gly gIn glu
241/81
agg gac etc tac ttc tee cag gtc cag gtg
arg asp leu tyr phe ser gIn val gIn val
301/101
acg agg ctg cag gag age etc ate aag aag
thr arg leu gIn glu ser leu ile lys lys
361/121
acg ttt cet gac tac ttg eee tgt tcg gtg
thr phe pro asp tyr leu pro eye ser val
421/141
aag age tgt ggg gtc gac ttt gag ate aaa
lys ser eye gly val asp phe glu ile lys
481/161
gag gac aaa att eee aag aag age tee gtg
glu asp lys ile pro lys lys ser sar val
541/181
eea ege gat atg ggt eee eag eee ega gee

































tte aag aag ate tee egt gat aaa
phe lys lys ile ser arg asp lys
gae eae gtt gaa ega gta gag eet
asp his val glu arg val glu pro
aag gge aag aga gtg tae gtg tot
lys gly lys arg val tyr val Bar
gae gtg atg gge ete age tte ege
asp val met gly leu ser phe arg
eee gtg ggg gee teg gge gee aee
pro val gly ala ser gly ala thr
gee aae aee tae eee tte etg ete
ala asn thr tyr pro phe leu leu
eag eea get eeg eaa gat gtg gge
gIn pro ala pro gIn asp val gly
gee aeg" eae age aea gat gtg gaa
ala thr his ser thr asp val glu
etg ate egg aag gta eag eae geg
leu ile arg lys val gln his ala
tee tgg eag tte tte atg teg gae










etg ege ete gee gte teg ete age aaa gag ate tat tae eae ggg gaa eee att
leu arg leu ala val ser leu ser lys glu ile tyr tyr his gly glu pro ile
691/231
aee gtg gee gtg ace aae age aea gag aag aea gtg aag aag att aaa gtg eta
thr val ala val thr asn ser thr glu lys thr val lys lys ile lys val leu
751/251
eaa gtg aee aae gtg gtt ete tae teg agt gat tat tae ate aag aeg gtg get
gIn val thr asn val val leu tyr ser ser asp tyr tyr ile lys thr val ala
811/271
gee gag gaa gea eag gaa aaa gtg eeg eea aae age teg etg aee aag aeg etg aeg etg
ala glu glu ala gln glu lys val pro pro asn ser ser leu thr lys thr leu thr leu
841/281 871/291
gtg eee ttg etg gee aae aae egt gag aga agg gge ate gee etg gat ggg aaa ate aag
val pro leu leu ala asn asn arg glu arg arg gly ile ala leu asp gly lys ile lys
158 ANHANG
901/301 931/311
cae gag gae aeg aae etg gee tee age aee ate ata aag gag gga ata gae aag aee gte
his glu asp thr asn leu ala ser ser thr ile ile lys glu gly ile asp lys thr val
961/321 991/331
atg ggg ate etg gtg tet tae eag ate aag gtg aag ete aeg gtg tea gge ett etg gga
met gly ile leu val ser tyr gIn ile Lys val lys leu thr val ser gly leu leu gly
1021/341 1051/351
gag etc aca tee agt gaa gtg gee aet gag gtg cog ttc ege ete atg cat eee eag eea
glu leu thr ser ser glu val ala thr glu val pro phe arg leu met his pro gIn pro
1081/361 1111/371
gag gac eca gat aee gee aag gaa agt ttt cag gat gaa aat ttt gtt ttt gag gag ttt
glu asp pro asp thr ala lys glu ser phe gIn asp glu asn phe val phe glu glu phe
1141/381 1171/391
get egc caa aat etg aaa gat gea gga gaa tat aag gaa gag aag aea gae eag gag geg
ala arg gIn asn leu lys asp ala gly glu tyr lys glu glu lys thr asp gIn glu ala
1201/401
get atg gat gag tga
ala met asp glu OPA
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APia I 17 PfQmotariprimiog ~ita
CCCAATTCGC CCTATAGTGA
GGGTrMGC@ GGATA'K~
1,113 Forward (-20) ptirnEng site M13 Forward(-40) priming $~e
GTCGTATTAC AATTCACTGG' CCGTCGTT'I'I' ACi\ACGTCGT GAC'IGGGAAA~CCTGGCGT 4'JO
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7.2.2. E. coli Expressionsvektoren
/--:::::::IIIIIIIIIiI...iStullBsaI
lUiS Xbat RBS .-.* ..
TA.G.MlAAAAGTGAAATGAATAGTTCGACAAAAATCTAGATAA~AAAAAATGAAAMGACAGCTATCGCG
tetA: MetlisllSerSerThrLysIleEnd 0n:PA: MetLysLysThrAlaIleAla
Stu! aut E:eQRX sscr XpnI sear Ba::IIII
ATTGCAGTGGCACTGGC'I'GG'l'TTCGCTACCGTAGCGCAGGCCTGAGACCAGAATTCGAGCTCGGTACCCGG(;GAT
IleAlaValAlaLeuAlaGlyPheAlaThrVallilaGlnAlaEnd
XhoI sarr PStl £eo41IJr )liMUI
CCCTCGAGGTCGACCTGCAGGCAGCGC'l'TGGCGTCACCCGCAG'M'CGGT<iG'M'AATAAGCTTGACC'I"GTGAAG'I'G
Strep-tag: SerAIllTrpArgHisProGlnPheGlyGlyEnd





lUlu yes Pto Arg 1Gly Sed PIO Gill Pho Pro Gty Arg lGU GJu Arg Pro His kg Asp
CTGGlTCCG CGT,GGATCC,CCG OM no CCGGGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGA
BnmH I EcoRJ SmaI SaIl XhO I Nell Stopc:odons
Ball (463)
Pta,




































[co RII RM 6xHis BamHI Sph I Sac 1 Kpn I XrnaI Sal I Pet I Hind 111 to
pQE.30 ! IATGAGAGGATCG~--IGGATCCGCATGCGAGCTCGGTACCCCGGGTCGACCTGCAGccMGcnIMTTAGcTGAG[=:J
7.2.3. E. coli - S. cerevisiae Shuttle Vektoren
1brombin C!e&.Yage Site
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GGA TCC GCA GCT GTC GAC TGC AGA ATT C
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7.4. ESI-Spektrum von Arrestin-StrepTagII


























































































































































High Pressure Liquid Chromatography
Isoelektrische Fokussierung
Immunglobulin





































































Optische Dichte bei x Nanometern
Pellet, unlosliche Fraktion
Protein, SpleiBvariante von Arrestin
negativer dekadische Logarithmus del' Wasserstoffionenkonzentration
pll-Wert an dem ein Protein keine Ladungen tragt
phosphoryliertes Rhodopsin im Grundzustand
















Rhodopsin in Meta II (lichtaktiviert)






















































Yeast Genetics Stock Center
Yeast Nitrogen Base (Hefe Stickstoffbase)
Yeast Pepton
Die Aminosauresequenzen wurden im Ein- und Dreibuchstabencode nach den Regeln del'
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Anja Rodenbrock danke ich fur die Durchftlhrung und Auswertung der MALDI-
Untersuchungen, die Aufbereitung der Spektren sowie ihre Hilfsbereitschaft.
Dr. Frank Becker fur die Uberlassung des Vektors pYEX-BX und des Stammes FI!.
Dr. Steven Saville filr die Uberlassung der YPH-Stiimme und des Vektors pEG-KT.
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